1126

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA -
DE MEXICO 4

FACULTAD DE MEDICINA ,—f@)

BIODISPONIBILIDAD DE LA CICLOSPORINA-A ADMINISTRADA
POR LA VIA ORAL O LA VIA INTRAPERITONEAL EN RATAS -
CON LESION DE LA MEDULA ESPINAL AGUDA Y CRONICA

T E $ i S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
P R E § E N T A

JUAN ANTONIO IBARRA ARIAS

MEXICO, D. F.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

1994



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



TUTORES ACADEMICOS:

Dr. Roberto Kretschmer S.

Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia, Instituto Mexicana del Seguro Social.

M en IBE Dolores Correa B.

Dpto. de Inmuncparasitologia Instituto Nacional de Diagnésti y Referencia

Epidemiolégicos.

M en CB Gabriel Guizar S.
Unidad de Investigacién Médica en Enfermedades Neurologicas Hospital de

Especialidades CMN Siglo XXI IMSS

Dr. Ignacio Madrazo N.
Unidad de Investigacién Médica en Enfermedades Neuroldgicas

Hospital de Especialidades CMN Siglo XXI IMSS



A mis padres y hermanos:

Por todo el apoyo que hasia el momenio me han brindado.

A mis asesores:

Por las ensefianzas y apoyo recibidos.

A la sefiorita Cecitia Garefa G.:

Por el apoyo y comprensidn que siempre me ha brindado.

A mis amigos:

Por fos bucnos momentos y apoyo incondicional,



BIODISPONIBILIDAD DE LA CICLOSPORINA-A ADMINISTRADA POR LA ViA
ORAL O LA VIA INTRAPERITONEAL EN RATAS CON LESION DE LA MEDULA
ESPINAL AGUDA Y CRONICA.



RESUMEN i
INTRODUCCION 3
ANTECEDENTES 4
CONCEPTOS GENERALES SOBRE LA RESPUESTA INMUNE ... 4
Intigenos de Histocompatsbihdad .. 4
Antigenos menores de Histocompattinlided................. R o
Inseriminacton de lo propro y fo no propro_. .7
Aetivacion de tos hinfocitoy T .7
PROSEMUCION QIIZEIICE ... ity it s oot o ey e 4 e L R e 10
Re@ECEOI IJIMAIINI.. ..ol o et v b b b h e be s benbres Il
INMUNIDAD ENELSNC . .. e e e 14
Células presentadoras de antigenos (CEAAs) en el SNCoioie IE
Moléculay del MEC en el SNC' . 15
Antigenns menares de histocompatiBilidad en el SNC.iirinnnssim e e s s 40
Drenaje linfatico en cd SNC . i
La harrera hemato-encefilica 17
Respuesta cellar @0 o8 SNC i s s i s ssnssseaess s anssns o 4T
Las aticuerpoy en ef SNC e
RESPUEST A INMUNE DESPUES DE UNA LESION TRAUMATICA AL SNC. 21
Respuesta celular 21
Respuesta humoral.. 22
RESPUESTA INMUNE CONTRA TRASPLANTES ALSNC . ...l 24
INMUNOSUPRESION .. .25
Corticosterondes. ... .. ... TR 26
Nzatioprina .. 26




Ciclofusfamida......

Anticucrpis

K 506....

Acido ilico (RS-61443).

)

Crelasporing ..o

GENERALIDADES SOBRE CSA.......cco.occooeu.

DIStriBUEION ... oo oooeiet e

Acciemes SOPAS..ooe

Efectos toxicos. ..

Mdtodos de ondlisiv ...

Seleccitin de la dosis de acuerdo a las vari Jar

Biodispontbilidad de la CsA en humanes y en ratas sin LTAE (Dosis de 10mg/Ag/dio) .............ccoomoie v,

JUSTIFICACION

29

.30

w30

30

.31
W31
3

.32

33

36

PLANTEAMIENTO DFL PROBLEMA

HIPOTESIS

37

38

OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL..........ouvomemriiricncicanns e e

CIRUGIA (LTME) Y CUIDADQS POS QUIRURGICOS. cvrves e

EVALUACION CLINICA ..o ooevreeices cooie oot imessmies ot sasmss s bt ab et e e e s

ADMINISTRACION DE LA CSA 1. oocorie e iereteemcir s s srsae st ssems et e o 15 et s s s i

40

40

43

45



Primer ysegunda Serie experimental ... s s erenss 3

Tereer yered experimental ... . . ... ..
COLECCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE ......... .cooiiiivos o ieaeeeaen i cosvnssnesnss smssrsssssssnssssssssssssossossesanes -ros 46

PROCEDIMIENTO DEL RADIOINMUNGANALISIS 46

DETERMINACION DE LA BIODISPONIBILIDAD DE LA CSA . 48

REGLA DEL TRAPEZOIDE PARA EL CALCULO DEL AUC 49

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ELIMINACION . R e e .. 50

ANALISIS ESTADISTICO ... .ccc. coooicois ittt v vevnesecrs s e 50

CONSIDERACIONES ETICAS DEL USO DE ANIMALES EN EXPERIMENTACION BIOMEDICA..........coooe .o 5O

RESULTADOS 51

PRIMER SERIE EXPERIMENTAL ...

Rioddi bilidad de ta (‘<A ad: ada por la via oral . e . . 51

ltiodisponibilidad de la CsA administrada por la via intraperitoneal.

SEGUNDA SERIE EXPERIMENTAL ..o cocntscee e ssennss e ceseieans RS- 1

TERCER SERIE EXPERIMENTAL . ... oo seemns e ce e oo crvoasacntsemasmeossnrcs sismsnin connioreis @1

DISCUSION 65

CONCLUSIONES 7

APENDICE 76

CONCEPTOS GENERALES SOBRE FARMACOCINETICA......... 76

ABSUPCION e TN PORAIN. ...l i it e s st et st st et sbann e e e ee IO

T biltdad e las fé 77

Distribucion de 1as fGrmacos... .. s 78

Folumen de distribucion ................oei i i, —/

m

! 15/ 1dn de los feir 79

Eliminacion de fos farmacos............. 79




Seleccion de la dasis de acuerdo a las vartables far

&0

BIBLIOGRAFIA



RESUMEN

La lesion traumitica de la médula espinal (LTME) en los seres humanos suele dejar graves
secuelas neuroldgicas; éste y otros fendomenos itmportantes, han conducido al desamollo de
diferentes modelos experimentales de lesion medular, mismos que han sido de gran utilidad para ¢l
mejor entendimiento de la fisiopatologia de la lesion, el estudio de los fendmenos de
neurodegeneracion- regeneracion y neuroplasticidad, asi como para evaluar las diferentes

estrategias terapéuticas.

Después de una LTME se puede origitar una r a de tipo inmune contra los antigenos

neurales. Dicha respuesta podria estar participando en la falta de regeneracion de la médula
espinal. Por otra parte, los trasplantes neurales pueden ser de gran utilidad para promover la
regeneracion de la médula espinal lesionada sin embargoe el sistema inmune también juega un
papel importante al provocar el rechazo def trasplante.

Tenicndo ¢n consideracion lo anterior, el desarrollo de una adecuada estrategia inmunodepresora
que controle tanto la respuesta auto inmune como la respuesta inmune dirigida contra el
trasplante después de una LTME, podria ser de gran utilidad como medida terapéutica o como
medida preventiva respectivamente. La ciclosporina-A (CsA) podria funcionar como un buen
agente inmunodepresor que origine un medio favorable para la regeneracion en nuestro modelo
experimental de LTME,

La biodispenibilidad de ciertos firmacos como lz gentamicina y la teofiling se encuentra
disminuida en pacientes con LTME; esta observacion nos orenté a pensar que la
biodisponibilidad de Ia CsA podria ester también disminuida en nuestro modelo experimental de
LTME.

En ¢l presente estudio se disefiaron tres series experimentales, En el primer experimento sc
evatué la biodisponibilidad de Ia CsA administrada por la via oral y por la via intraperitoneal (IP)

en ratas sin LTME y en ratas con LTME ¢n fase aguda y en fase crénica, a las 0,2, 4, 6, 12 y 24



hrs después de ln administracion de 10mg/kg/dia del farmaco. La determinacion de la CsA se
llevé a cabo mediante radioinmunoanalisis. Se observd que durante la fase aguda de la LTME
(24 hrs pos lesion) la biodisponibilidad de la CsA disminuye significativamente cuando se
administra por la via oral pero se incrementa también significativamente cuando se administra por
la via IP. Sin embargo, en ambos casos la biodisponibilidad no dififd significativamente con
respecto a sus valores de control en la fase cronica de LTME (7 semanas pos lesion). En el
segundo experimento se  determing el esquema de administracion para mantener las
concentraciones séricas de CsA en la rata dentro del rango de concentracion minima cfectiva y
concentracion maxima tolerada correspondientes a los seres humanos (0.12 a  0.275 ug/ml)
durante las 24 hus del dia en la fase aguda, sub aguda y cronica de la LTME. La administracion de
2.5mg/kg/ 1 2hrs por la via IP durante In fase aguda de Ia LTME y de 5 mg/kg/12hrs por la via
oral en la fase sub aguda y en la fase crénica de la LTME result6 ser el esquema que mantuve
los niveles deatro del rango establecido. En el tercer experimento se evalud el cfecto
inmunodepresor de dicho esquema de admunistracion de CsA  sobre la recuperacion clinica de
ratas con LTME, Sc observé ung recuperacion de fa funcion motora de las ratas que recibicron el
tratantiento inmunodepresor significativamente mayor que en las que no lo recibieron. Los
resultados sugicren que fa LTME origina alteraciones farmacocinéticas que dan lugar z
modificaciones de la biodisponibitidad de la CsA, las cuales influyen de manera importante en el
efecto inmunodepresor de este firmaco. El éxito del tratamiento inmunodcpresor da lugar
asimismo a un efecto positivo sobre la recuperacion de fa actividad motora de las ratas con LTME
probablemente atribuible a la induccién de un medio propicio para la regeneracion o la reduccion

de la progresién del daiio del tejido nervioso fuego de una LTME.



INTRODUCCION
La primera descripcién de LTME fue hecha por los egipcios hace 5,000 afios sefialindose desde
entonces sus cfectos devastadores.

La LTME es un fenémeno de gran incidencia y con graves repercusi socioecondmicas por

las secuelas de incapacidad fisica. Su maucjo integral ¢s muy complejo por lo que se requicre de la
intervencion de un grupo multidisciplinario. Actualmere, la incidencia de morbi-montalidad sigue
siendo considerablemente elevada, alin en los centros de atencion especializados en este tipo de
lesion (Bedbrook 1987, Stover y Fine 1987). El promedio de hospitalizacion por lesiones
medulares apudas en EUA entre In poblacion civil, es de 40 por 1,000,000 habitantes por sfio
(Bracken y cols. 1981 ) y el promedio de decesos por afio es de aproximadamente ¢l 11%. En
nuestro pais famentablemente hesta 1a fecha no contamos con algin estudio epidemioldgico que
describa la incidencia, mortalidad, evolucion pos traumética y costo de la atencién médica de este
tipo de lesiones.

En los Estados Unidos se estima que por cada paciente con LTME se realiza un gasto superior a
los 50 mil délares (Roye 1988).

Como podemas damos cuenta la LTME implica un verdadero problema socioccondmico ya que

constituye un gasto clevado desde el tratamicnto inicial y posteriormente implica grandes

limitaci para reintegrar al paciente a sus actividedes productivas,

La LTME no solo se asocia con paraplegia sino que también involucra Ia alteracién de varias
funciones sométicas y autondmicas (Das y cols. 1989, Claus-Walker y Halstead 1982A,
Claus-Walker y Halstead 1982B, Claus-Walker y Halstead 1982C), originando una seric de

alteraciones o nivel sistémico que rompen con la | asis del organismo. Después de

producir una lesion medular mecénica (lesion primaria), en adicion al dafio traumatico per se, s¢

desencadena una cascada de mecanismos auto destructivos (lesidn secundaria) que contribuyen a

una mayor destruccion del parénqui dular; finalmente, persiste un proceso

neurodegenerativo cronico, con 1a posible participacion de una respuesta de tipo aute inmune

(Goodkin y Campbell 1969, Balentine 1983, Lemke y cols. 1987).



ANTECEDENTES

CONCEPTOS GENERALES SOBRE LA RESPUESTA INMUNE

El sistemna mmunoldgico {S1) es la respuests evolucionaria al problema de como proteger 2 un

organismo contra ageates infecciosos. La vesp i (R1) depende de Ja babilidad de! SI

para reconocer antigenos en agentes extraiios al organismo y asi montar una reaccion apropiada
para eliminarlos (Male y cols. 1991)

A los factores que forman parte de Ia RI , podemos agruparlos cn  componentes de la via
aferente (células presentadoras de antigenos, linfocitos T CD4+ y infocitos B) que son los que

licvan a ¢abo €] reconacimiento del antigeno ; y en comp de Ia via eferente (linfocitos T

CD8+, células asesinas naturales  (NK, ded inglés natural killer), células asesinas activadas por
Iinfocinas (LAK, del inglés lymphokine-sctivated lkiller cells) células  plasméticas
Jinmunoglobulinas y complemento) que son los que se ercargan de eliminar el antigeno (Male y
cols 1991).

El reconocimiento inmune ¢s muy importante para ¢l funcionamiento normal det sistema ya gue

debe reconocer antij de sg g il e patogenos y eliminarlos, al mismo

tiempo que debe tolerar moléculas de tejidos propios para no daflarlos, de tal manera que una falla
en Ia tolerancia de las moléculas propias puede generar una enfermedad "auto inmune”, es decir
una reaccién del SI contra las moléeulas propiss por desconocimiente de las mismas (Male

1991).

Antigenos de Histocompatibilidad

Las antj de hist npatibilidad son moléculas glucoproteicas genéticamente codificadas en

¢l Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC); que se encuentran en la superficie celulsr

y que son altamente polimérficas {Male y cols. 1991 ).



Molécuias del MHC clase | y clase 11
En el humano existen 3 moléculas polimérficas para el MHC clase I HLA-A, -B y -C; de hns

diante téenicas scrologicas se han identificade alrededor de 23 diferentes formas

cuales,

alélicas de A, 51 de By 11 de C (Columbani 1990 ). La molécula clase I es una ghicoproteina
transmembranal constituida por una cadena pesada alfa, y una ligera beta2 microglobulina; esta
molécula es capaz de unir antigenos en su cadena alfa. El antigeno unido es un péptido que pucde
originarse de la misma célula o de un virus que se encuentre infectando a la célula (Rock y cols.
1990). Las moléculas del MHC clase I se expresan constitutiva mente en casi todas las células
nucleadas con excepcién de las células del SNC y otros tipos celulares (Male 1991). Por otra
parte en el humano s¢ conocen 3 moléculas del MHC clasc IT: HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR.
Estas moléculas estin constituidas por 1 cadena alfa y 1 cadena beta combinadas como un dimero,
entre ambas cadenas se forma una regién conocida como "nicho"(Brown y cels. 1988) donde las
moléculas clase If pueden unir ocasionalmente antigenos de origen enddgeno (virales o propios)
(Peterson y Miller  1990) y mis frecuentemente antigenos de origen exégeno, parcialmente
degradados por la célula. Normalmente las moléculas clase 1l s¢ expresan en ciertas células
denominadas en peneral "células accesoriss del SI”, entre las que podemos mencionar a los
macrofagos, las células dendriticas y las de Is microglia, cuya funcién se relaciona con la
“presentacién del antigeno” a los linfocitos T (Male 1991).

Las moléculas del MHC clase II son muy importantes para iniciar la RI ya que los linfocitos T

cooperadores (CD4+), reconocen al antigeno extrailo unido a las moléculas clase T, al

reconocerlo se activan y con ello son cap de secretar (linfocinas) que promueven
el crecimiento, la diferenciacion y la proliferacion de otras células del SI. La expresion de las
moléculas del MHC se puede incrementar con fictores como el interfer6n gamma, ¢l factor de

necrosis tumoral-alfa ¢ infecciones por virus en céfuias (Drigges y cols. 1990 ).
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FIGURA 1. Estructura de las moléculas del MEHC clase 1y clase Il Las inoléculas clase I estdn
formadas por una cadena pesada alfa y una ligera beta 2 microglobulina. Las moléculas clase 11

estén constituidas por una cadena pesada alfa y otra ligera beta.

Antlgenos menores de Histocompatibilidad

Ademis de las moléculas del MHC se ha definido un polimorfismo genético adicional, el de los
antigenos menores de histocompatibilidad. En ¢l ratén se han clasificado aproximadamente 40 de
ellos (Loveland y Simpson 1986). Estos antigenos son capaces de provocar el rechazo de un
trasplante a largo plazo en individuos con MHC genéticamente idéntico. Actualmente se sabe que
los antigenos micnores de histocompatibilidad deben ser reconocidos en conjunto con las

moléculas del MHC para funcionar como antigenos (Zinkernagel 1974) y se crce que sean



P

os de proteinas intracelulares que se unen a las moléculas del MHC clase 1 o clase 11

(Ting y Simpson 1989).

Discriminacion de lo propio y lo no propio

El 81 en condiciones normales es capaz de reaccionar contra un sin ninero de antigenos pero no
contre los antigenos propios. El reconocimiento antigénico en ef 81 es llevado a cabo por los
linfocitos B y T. Cada una de dichas células es capaz de unir un antigeno, los linfocitos B a través

de i globulinas que funci como receptores y los linfocitos T o través del receptor para

linfocitos T (RLT). Las inmunoglobulinas en los linfocitos B la superficie del antigeno
(Laver y cols. 1990). EI RLT reconoce antigenos extraiios solamiente en asociacién con las
moléculas det MHC propias, presentadas por las células accesorias (ver mas adelante CPAs).

Una vez que se ha llevado a cabo el reconocimiento del antigeno extrafio a través de los
receptores especificos, los Iinfocitos pueden ser activados para producir y secretar linfocinas que

inducen la produccién de anticuerpos y la proliferacion y

movilizacién de células capaces de
climinar al antigeno (Male 1991),

Durante el desarrollo de las células del SI exdste una combinacion al azar de una gran cantidad de
fragmentos génicos que codifican para inmunoglobulinas y RLTs, gencrando asi una gran

diversidad de las correspondientes moléculas de reconocimiento. Los linfocitos T son los que

determinan ¢l inicio o no de una RI. Existe In posibilidad de que un cierto nimero de KLTs se
dirija contra antigenos propios. Durante el desamrollo de los linfocitos T, los linfocites con
afinidad por antigenos propios son climinados en un proceso de seleccién. (Blacknan y cols.

1990, Ramsdell y Fowlkes 1990).

Activacion de los linfocitos T
Se dice que un linfocito T esté activado cuando es capaz de proliferar y producir linfocinas. Un

linfocito T es activado solamente si se lleva a cabo In unidn especifica entre ¢l RLT del



linfocito y ¢! l¢j lécula del MHC + el antigeno de 1a célula presentadora de antigenos

L)

(CPA). En la superficie de los linfocitos T cxisten ademis otras ins que

seleccionan y refuerzan dicha union, dos de estas moléculas son el CD4 y e CDE. Los linfocitos T
que expresan moléculas CD4 se denominan "cooperadores” y su RLT se une al MHC clase 11
micatras que los linfocitos que expresan moléculas CD8 se denominan "citotdxicos” y su RLT se
une al MUC clase 1 (Male 1991).

Los linfocitns T cooperadores se subdividen de acuerdo al tipo de linfocinas que secretan en T
cooperadores 1 (TH1 del inglés T helper 1) y T cooperadores 2 (TH2 del inglés T helper 2). Las
TH1 secretan interferon gamma, interfeucina (IL) 2 y factor de necrosis turnoral (FNT); mientras
que los TH2 secretan IL3, IL4, IL5 e IL10. Ambos tipos de linfocitos T jucgan un importanic
papel en la iniciacién de la RI pues al ser activados secretan las linfocinas correspondientes,
mismas que pueden funcionar como factores de crecimiento esenciales para ellos mismos y para

otras células como los linfocitos T citotéxicos y los linfocitos B (Ver fig. 2) (Male 1991).
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FIGURA 2. Activacion de los linfocitos T. Una vez que se Tleva a cabo el proceso de presentacion
antigénica, los linfocitos TH1 (flechas discontinuas) y los TH2 (flechas continuas) empiczan a
secretar 1as citocinas comespondicntes mismas que van a sctuar sobre diferentes células del

sistema inmune para amplificar 1a respuesta inmune.



Presentacion antigénica

En todos lo tejidos existen células CPA que son capaces de atrapar y degradar parcialmente
antigenos extraiios (Austyn y Larsen 1990, King y Katz 199G, Unanue 1984). Estos antigenos
fragmentados son acoplados intracelularmente con moléculas del MHC clasc | o del MHC clase
1 y posteriormente  presentados en 1a superficie de fa célula. Estas células se dirigen al tejido
linfitico regional donde activan a los linfocitos T (ver fig.2). Existen células (células del endotelio
vascular, astrocitos etc.) que en condiciones normales no expresan moléculas del MHC pero que
por accién de ciertas linfocinas como el interferdn gamma son cepaces de expresar moléculas del

MHC y mds ain, algunas de ellas pueden funcionar como CPAs (Fontana y cols. 1984).

Reaccion inflamatoria

Una vez que se activan los linfocitos T, sc gencra una reaccion inflamatoria localizada
desencadenada por un gran nimero de sustancias que tienen I propicdad de atraer y activar
células como los monocitos y los macréfagos (Kasams y cols. 1990), Cuando estas células se
activan sccretan una gran cantidad de interleucinas como el factor de nccrosis tumoral-nifa
(FNT-alfa), 1a [L1 y la 1L6 que tienen la capacidad de mducir la expresion de MHC en un cierto

nimero de células,

10



La falta de regeneracién del sistema nervioso ceatral (SNC) en mamiferos ha sido desde hace
mucho ticmpo objeto de estudio. Algunas hipdtesis tratan de explicar ¢l motivo principal de esta
falta de regeneracion { Willenborg y cols. 1977):

1. Los axones centrales no se regeneran porque son incapaces de penetrar la cicatriz glial y
1a coligena producida en ¢l sitio de lesion.

2. EI SNC de mamiferos adultos carece de células gliales indiferenciadas lo cual no provee
un substrato paran ¢l crecimierto axonal.

3. Existe un mecanismo mhibidor de substratos en el SNC adullo (materia blanca),
originado por la unién de proteinas de superficie en la membrana de oligodendrocitos, asi como

en sus productos mielinicos.

4. Después de una lesién, cl i axonal es inhibido por ismos inmunes
dirigidos contra los antigenos del SNC.
Con referencia a In viltima hipdtesis, varios dios han d ado que en algunas especics

vertebradas primitivas, cntre ellas anfibios (uredelos) y reptiles (lagartos) (Nordlander y Singer

1978), asi como en fetos y cn alg casos tos de especies vertebradas avanzadas

(mmamiferos) hay regeneracion del SNC (Berry . 1974, Feringa y cols, 1975). En tales casos

existe una relativa incomy ia del si f Iagico (SI) (Willenborg y cols. 1977) lo que
podrin estar confiriendo ventajas para dicha regeneracion,
Durante el desarrollo cmbrionario, los vasos sanguineos del SNC adquicren una caracteristica

diferente a los del resto del organismo: se forma la barrera hemato-encefalica (BHE) que impide a

las células del SI como propios a lios de los antig neurales (Lampson 1987).

Tradicionalmente se ha considerado al SNC como inmunologicamente privilegiado y existen
hatlazgos clinicos que apoyan esta idea como: el patrén de crecimicnto poco usual de los virus, ¢l
crecimiento agresivo de los tumores neurales, 12 viabilidad de los trasplantes ncurales (Lampson

1987).



Dicho privilegio inmunotogico se le ha atribuido at SNC debido a: ). La existencia de 1a BHE que

por las fuertes uniones existentes entre las células endoteliales y las prolongaciones astraciticas

dilad,

previcoen ¢l paso de i globulinas, es de gran tamafio y células
inmunocompetentes cn general (Rapopert  1976), 2. Bl SNC carece de un drenaje linfitico
convencional por fo que se supone esta impedido el transporte de los antigenos neurales a los
organos linfoides y 3. En condiciones normates las células neurales (neuronas y células gliales)
aparcutemente no expresan Moldculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, de
las siglas en inglés Major Histocompatibility Complex) clase I y clase I}, de tal forma que, las
cthulas neurales en cierto modo quedan protegidas de I respuesta inmune (RI) de tipo celular
(Wekesle y cals. 1986).

Los ¢ antes iotados no son absofutos, ya que por cjemplo, Ia BHE deja algutas

rens libres en los 6rganos periventriculares, los antigenos pueden ser acarreados a los  orpanos
linfoides via liquido cefatoraquideo y las moléculas def MHC pueden expresarse en células
neurates bsjo condiciones especiales (coutacto con interferdn gamn} (Berry 1974, Cotman
1947, Nickolas y cols. 1989, Willenborg y cols, 1977).

Barker y Billingham (Barker y Billinghiam 1977) analizaron el privilegio inmunoldgico de la
camara anterior del ojo y afirmaron que aunque existe una gran cantidad de linfaticos & nivel
comneal, mismos que, pucden injciar una sensibilizacién inmunoldgica, af realizar un trasphnte dste
no e¢s rechazado, Ellos afinmaron que cste fendmeno estaba dado por la ausenciz de vasos
sanguinicos en dicha regitn, de tal manera que las células inmunoldgicas sensibilizadas ne podrian
legar af tejido traspleatado. En forma contraria, el SNC carece de tejido tinfatico convencional

pere cuents con vasos i , de tal manera que, al flevarse a cabo la

eR (Y]

(=4

(fendmeno que actustmente, se ha demostrado que si puede llevarse

a cabo) (Bradbury y Westrop 1983, Bradbury 1990) existe una extensa via de ingreso al SNC.
Medawar por otta parte (Nicholas y Amason 1989, Medawar 1948) demostro en conejos gue
un trasplante en el SNC era mis ripidamente rechazado cuando al animal se le sensibilizaba

prevismentc con un injerto de piel del mismo donador del futuro trasplante al SNC, en
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comparacién con el muy demorade rechazo de un injerio al SNC de un animal no sensibilizado
previamente, Finalmeute concluyd que las células inmunologices del concje presensibilizado
fueron capaces de infiltrarse y destruir el trasplante en ef SNC. Lo antes mencionado 1os
demucstra que of privilegio inmunolégico det SNC no es absoluto.

Diferentes obscrvaciones y experimentos desde el siglo pasado han permitide identificar lesiones o

enfermedades neur con partici del S1. Dentro de dichas alteraciones se incluyen:

esclerasis miltiple (Lauer 1990, Dhib-Jalbut y MacFarlin  1990), f sindrome de Guillain-Barré
(Brown y cols. 1987), la eafermedad de Alzheimer (Tooyama y cols. 1990, Ragaki y cols.
1988}, ademas de algunos problemas que pueden quedar como scouelas de infecciones virsles o
inchuso en secuclas de poliomielitis (Pezeshkpour y Dalakas 1988), Con respecto a este dhino,
destaca el reporte de Pezeshkpous quien describe los hellazgos patologicos en la médula espinal

de

o ge

con p en todos los cases encomtrd infiltrado inflamatorio en

p
meninges v parénquima medular,

Para estudiar algunos de los fendmenos immunolbgicos que dafan a1 SNC ha sido de gran utilided

i afal, 1

una enfermedad de tipo experimental

comie alérgica exy
(EAE), misma que tieue parecido a padecimicntos inflamatorios desmiclinizantes (Dhib-Jalbut y
MacFarlin 1990, Sobel y cals. 1988). Es inducids por sensibilizacién de animales con antigenes
de miclina y el adyuvanic de Freud. Es un modelo de enfermedad sute inmune en ¢ SNC
(Umchara y cols. 1990), fas células T y los macrdfzgos son las principales células inflamatoriss,
{Matsumoto y cols. 1990 ) pero posterionmente se observé que anticuerpos especificos juegan un
papel importante (Hashim y Day 1988).

dict fisinld

Como podemos observar hasta el en

gicas, es factible, aunque no

de igual forma que en ¢f resto del organismo, el desarrollo de una RI contra los antigenos

dici fogi la resp puede desarrollarse con mayor

B &

neurales. En

intensidad ya que Hegan a conjugarse todos los factores necesarios para ¢l desarrolio de Ja mistma,



sobre todo después de ln pérdida del equilibrio en la BHE, secundario esto, a una neoplasia,
intervencion quinirgica o una lesion traumatica,
Actualmente se conoce mucho mds sobre las caracteristicas inmunolégicas del SNC y podemos

decir que practicamente no difieren en mucho de las caracteristicas inmunolégicas del resto del

organi sobre todo do se encucntra en condiciones patoldgicas.

b

INMUNIDAD EN EL SNC

Los factores que participan en la RI det SNC podemos también agruparlos en componentes de la
via aferente (reconocimicnto del antigeno) v componentes de 1a via cferente {destruccion del
antigeno). La cantidad de células CPA y el drengje Jinfitico del SNC a los drganos linfoides
constituyen los componentes de la via aferente, mientras que Ja BHE, la cantidad de linfocitos

activados, las células NK y LAK asi como las inmunoglobulinas secretadas, constituyen los

4 P

p de la via

Células presentadoras de antigenos (CPAs) en el SNC

Las células clasicas CPA (células dendriticas) que residen en casi todos los tejidos del organismo,
estan ausentes en ¢l SNC. Sin embargo cxisten células que expresan moléculas del MHC y
pucden funcionar como CPAs (Fontana y cols. 1987, Streit y Gracber 1988); dichas células son
conocidas como células de la  microglia, mismas que son consideradas como los macréfagos
residentes del SNC. Ademis existe evidencia de que otras células como los astrocitos, también
son capaces de expresar MHC clase I y MHC clase TT y de esta manera funcionar como CPA
(Fontana y cols. 1984). Asi tambica los oligodendrocitos (Ting y cols. 1981), las células del
endotelio vascular (Stoan y cols. 1991, McCarron y cols. 1991) y algunas células localizadas en



leptomeninges y regiones perivasculsres del SNC son cap de exp téculas del MHC
clase II, pero hasta ¢l momento no se les ha reconocido propiamente la actividad de CPA.

Finalmente en regiones periventriculares, feptomeninges y plexo coroideo de cerebro humano

normal se han localizado pob) de células mononucleares con receptores para la regién Fe

de los IgG (R Fc IgG), mismos que presentan una actividad muy similar a la presentada por los

R Fe IgG de los monocitos y macrofagos de  sangre periférica (Peress y cols. 1989).

Moléculas del MHC en el SNC

En el ser humano la regulacién de la expresion de moléculas clase 1y clase I es conpleja, puede
ser afectada por la edad, 1a anatomia regional y por lesiones locales o remotas.
Puede influir en patrones y grados de RI mediada por linfocitos T (Sobel y Ames 1988) y
pueden identificarse también en placas de esclerosis miltiple y en la vecindad de ciertos tumores
neurales (Lampson 1987).

En condiciones normales, solo algunas células del SNC expresan bajas cantidades de moléculas
del MHC; sin embargo, tanto en fetos de ratas como en ratas adultas se ha demostrado que varias
de tas eélulas del SNC ticnen la capacidad de expresar dichas woléeu as bajo ciertas condiciones

{condiciones patoldgicas). En primer término tenemos a fas células de. la microglia que son por

excelencia, las céhulas fagociticas del SNC, son cap de expresar moléculas del MHC clase 1y
clasc 1 (Konno y cols. 1989). Los astrocitos (Massa 1987, Wekerle y cols. 1986), son también
capaces de expresar moléculas del MHC clase [I después de tener contacto con interferdn gamma
y de esta forma son capaces también de actuar como CPAs (Fontana y cols. 1984) e incluso

interleucinas (IL1) y prostaglandinas (PGE1) (Nicholas y Amason 1989). Las

1

seeretar
células endoteliales por otro lado, también pueden expresar moléculas del MHC clase 1l af estar
en contacto con interferén gamma (McCarron  y cols. 1991) y pueden inclusive funcionar como

CPAs (Wagner y cols. 1985). Finalmente otras células como los oligodendrocitos (Ting y cols.
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1981 ), los pericitos, las células de plexe coroideo y Ieptomeninges (Wekerle y cols. 1986) y las
células de 1n capa muscular de los vasos cerebrales (Hart y cols. 1987), también son capaces de

expresar moléculas del MHC clase 11,

Antigenos menores de histocompatibilidad en el SNC

Los antig de hi patibilidad s¢ expresan cn una gran cantidad de tejidos y
pueden ser tejido-cspecificos. Su  expresién, se cree, se lleve a cabo en coordivacion con las
moléeulas del MHC, En las células neurales se a observado Ia expresion de antigenos como el
Skn-1y cl H-Y (Steinmuller  1983) pero hasta ¢l momento ne existen datos que determinen s
estos antigenos son capaces de originar una respucsta suto inmune después de una lesidn al SNC,

pero si existen datos que determinan su capacidad antigénica cuando son objeto de trasplante

(Nicholasy Arason 1989).

Drenaje linfitico en ef SNC

No existen vasos linfiticos convencionales en el parénquima del SNC (Yoffey y Courtice 1970),
sin embargo no pedemos deducir que no existn paso de liquidos o particulas del paréuquima del
SNC al sisterun linfatico. Si se inyecta material macromolecular radioactivo en €l micleo caudado
de concjos, 50% de 1a radioactividad es recobrada en los n6dulos linfiticos cervicales (Bradbury
y Westrop  1983). Se han realizado estudios similares en otras especies y también se ha
recobrado un  porcentaje de radioactividad en los linfaticos cervicales (Bradbury 1990). Estos
hallazgos indican que cxiste una via por medio de 1a cual s¢ comunica ¢l SNC con ¢l sisterna
linfitico. En ratas por ¢jemplo, el liquido intersticial def cercbro es transportado a través de vias
convencionales de baja resistencia (Cser y cols. 1990) hasta el espacio subpial; de aqui drena

finalmente al espacio subaracnoidee para formar parte del liquido  cefaloraguideo (LCR). En
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roedores existen dos rutas de drenaje del LCR, a través de las velocidades aracnoidess y a través
de la lamina cribiforme. Con respecto a esta dltima, existen estudios ultra estructurales que
indican que a nivel de la mucosa nasal existen numerosos espacios que remedan capilares
linfaticos terminales (Erlich y cols. 1986) y es en este sitio donde se cree, se lleva a cabo el paso
de LCR del SNC al sistema linfatico, En humanos también se ha demostrado el paso del LCR a
los nddulos linfiticos regionales (Nicholss y Amason 1989, Key y Retzius 1875) y mis ain en
reacciones inflamatorias crénicas como la esclerosis mitltiple se ha descrito que los espacios
perivasculares se transforman cn tejide linfatico (Princas 1989). Ademis, en condicioncs
normales, se sabe que una gran proporcion de LCR drena directamente del espacio

b ideo 4 la circulacién venoesa a través de las  vellocidades aracnoideas y mis aun,

pequeiias proporctones de LCR  pueden llegar al sistemna linfitico a través de la vaiz de los

nervios espinales y nervios opticos.

La barrera hemato-encefilica
Fn condictones normales Iz BHE impide el paso de las céhulas del  SI al SNC, sin embargo, s ha

o P .

demostrado que los s, indep

de su especificidad antigénica, cn
cendiciones fisiologicas son capaces de atravesar Ia BHE (Wekerle y cols. 1986). Por otra parte,
existen fireas a nivel de los drganos periventriculares que estan libres de BHE (Lampson  1987).

Finalmente, en enfermedades neurolégicas, se puede llevar & cabo la produccién de

inmunoglobulinas dentro del SNC (Sharief y cols. 1990).

Respuesta celular en el SNC

En dici les, un nil pequeilio pero consistente de  linfocitos T activados,

"vigilan" ¢l SNC. Dichos linfocitos tienen la capacidad de adherirse en forma inespecifica a las

células end para posteri te atravesar la BHE y migrar al SNC (Steinman 1990).

Al parecer los linfocitos T durante su activacion adquicren una seric de enzimas y receptores que

les ayudan a abrir y atravesar las fuertes uniones existentes entre las células cndoteliales
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(Wekerle y cols, 1986); de tal forma que cualquier célula T activada, independientemente de su
especificidad antigénica puede ser capaz de atravesar la BHE (Cross y cols. 1990, Steinman
1990).

Moléculas de adhesion como la ICAM-1 pueden expresarse en las células endoteliales de los

vasos del SNC por la accidn del interferén gamma (Pryce y cols. 1991) , la IL-1 y el factor de

®

necrosis tumoral (Pober y cols, 1986) y pucden ar como moléculas de adhesion entre la
célula endotelial y el linfocito, a través del receptor LFA-1 de este ultimo. Esta adhesion (ICAM-
1---LFA-1) podria estar facilitando el paso del linfocito a través del endetelio vascular hacia el
paréuquima del SNC (Pryce vy cols. 1991) constituyendo de esta forma, la principal ruta de
migracidn del linfocito al SNC pero no la Gnica pues también se sabe que los linfocitos T CD4+
pueden interaccionar con las células endoteliales a través de las moléculas del MHC clase I y
dicha interaccion puede facilitar también la migracion de éstas células al SNC (McCarron y cols.
1991).

Las diferentes poblaciones de linfocitos T se adhieren en forma distinta al endotelio cerebral; los
CD8+ se adhieren mas que los CD4+ (Pryce y cols. 1991), pero una vez que los linfocitos
ganan acceso al SNC, éstos presentan diferentes propiedades inmunoregulatorias y fenotipicas
comparadas con les presentadas por los linfocitos de sangre periférica, de tal forma que, en LCR
de pacientes con esclerosis maltiple por ejemplo (enfermedad en  la que existe un cxtenso
infiltrado de linfocitos al SNC), se han encontrado prop orciones muy bajas de linfocitos CD8+ y
muy altas de CD4+ comparadas con las proporciones de linfocitos de sangre periférica
(Freedman y cols. 1990).

Finalimente, se ha demostradoe que los linfocitos T sensibilizados son altamente especificos a una
porcion peptidica (epitopo- dominante) de [a proteina bisica de la mielina (PBM) localizada en

la secuencia 86-105 y 152-170 (Chou y cols. 1989, Richert y cols. 1989).



Los anticuerpos en el SNC
Anteriormente mencionamos que, en ¢l SNC puede llevarse a cabo la activacion y prolileracion
de los linfocitos T; por tanto, es factible que se estimule la formacion de anticuerpos especificos.
Los anticucrpos son producidos por las células plasmiticas, mismas que son cl resultado de la
diferenciacion de los linfocitos B. Los linfocitos B al igual que los linfocitos T tienen la
capacidad de adherirse al endotelio vascular de los vasos sanguincos en el SNC (Pryce y cols.
1991), asi mismo se ha demostrado que tienen la capacidad de atravesar la BHE por medio de
diapedesis ¢ ingresar al parénquima del SNC (Guizar- Sahagin y cols. en prensa) y mis ain,
como ya s¢ menciond anterjormente, puede llevarse a cabo la sintesis de  inmunoglobulinas
dentro del SNC (Sharief y cols. 1990). Algunos estudios han demostrado la participacion de los

pos en enfermedades de tipo desmiclinizante como ta EAE y la esclerosis  miltiple

(Bernheimer y cols. 1988, Link y cols. 1990 ), e inclusive se han identificado los epitopos en la
PBM, contra los que csté dirigida 1a respuesta humoraf (Hashim y Day 1988).
Por otra parte se ha demostrado 1a presencia de las proteinas del complemento en ef SNC

(Rodriguez y cols. 1990) lo que permite garantizar la actividad efectora de los anticuerpos.

Con lo que hasta el momento se ha mencionado se puede concluir que el "privilegio
inmunologico” det SNC no es absoluto, que en condiciones fisiologicas, aunque no en la misma
forma que en otros lugares del organismo, puede desarvollarse una R1 y que en condiciones
patologicas (neoplasias, cnfermedades auto inmunes, intervenciones quinirgicas, lesiones
traumaticas etc.) puede contar con todo lo necesario para desarrollar una RI contra los  propios
antigenos neurales o bien contra tejidos trasplantados con fines terapéuticos. Asi pucs, el SI en
condiciones patologicas, puede estar funcionando como un probable factor en contra del propio
organismo. Después de una LTME el SI puede estar provocando una mayor destruccion e

inhibiendo también una probable regencracién al atacar a las células neurales (Willenborg 1977).

los tr

Por otra parte, actu al SNC ofrecen grandes ventajas como micdida

terapéutica para estimular la regeneracion tanto en los casos de lesion (Tessler 1991, Reier y
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cols. 1992) como en una gran varicdad de enfermedades neurologicas (Madrazo y cols, 1988) y
en este caso el SI al provocar el rechazo del trasplante, también esta funcionsndo como un gran

obstaculo a Ja regeneracion del SNC.
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RESPUESTA INMUNE DESPUES DE UNA LESION TRAUMATICA AL SNC

Respuesta celular

Uno de los efectos mas tempranos después de una lesion al SNC es el desequilibrio de Ia BHE lo
que permite un estrechio contacto entre ¢l STy el SNC (ver fig. 3). Lo recuperacion de la BHE
depende en gran parte de los astrocitos que al delimitar el dafio proliferan en grandes cantidades
para recuperar el equilibrio en Ia BHE (Bemy 1974). Dichos astracitos, al ponerse en contacto
con citocings (interferén gamma) sccretadas por linfocitos  activados, expresan moléculas del
MHC clase Iy Clasc 11, de tal mancra que son capaces de funcionar como CPAs (Massa 1937,
Wekerle y cols, 1986),

Por otra parte  las células fagociticas nativas (miceoglin) y - extraiias (macréfagos) al SNC, asi
como los polimorfo nucleares (PMN) (ncutréfilos y células cebadas) extraitas también al SNC,
son reclutadas al lugar de fn lesion originando una intensa reaceion inflamatoria en cl drca y un
dafio mayor (Wakefield y Eidelberg 1975). Los macrofagos por cjemplo, al estar activados,
secretan proteasas que son altamentc miclinoliticas, factores de proliferacion astrocitica ( Blightn
1985, Perry y Gordon 1988, Giulian y Robertson 1990) y algunas citocinas (IL~1); dc tal
forma que ademéis de gumentar el mimero de astrocitos y con ¢llo de CPAs, activan por medio de
la IL-1 a los linfocitos T. Los ncutréfilos por otro lado, son capaces de  atacar a las célules
neurales (neurofagia) y provocar un mayor dafie (Anderson 1992). Las células cebadas,
contiencn proteasas en sus granulos, las cuales ticnen una alta capacidad miclinolitica, por otro
lado laPBM y la P2 son capaces de estimular la degranulacion de las células cebadas (Johnson y
cols. 1988). Asi pucs las células cebadas pueden originar desmiclinizacion y ésta por si misma
estimular Ia degranulacién de las células cebadas formando de esta manera un circulo viciose y
con cllo daiio tisular.

Finalmente, al mismo tiempo que se estin Hevando a cabo todos estos procesos, todas las CPAs
reclutadas pueden presentar antigenos neurales a los linfocitos T CD4+ ( Blightn  1985) mismos

que al llevar a cabo esta interaccidn, se activan y una vez activados secretan factores de
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crecimiento, proliferacién, activacion y migracién (TL-2,IL4,IL6,INF gamma,etc) para otras
células del SI (linfocitos T CD8+, macrofagos, neutrdfilos, y células B ) originando con esto una

mayor destruccion.

Respuesta humoral
En lo referente a las células B, ademis de fincionar como CPAs, al estar en contacto con
linfocinas como ln 1L-2,1L~4,IL-6; se se pueden diferenciar a células plasmaticas mismas que son
capaces de producir anticuerpos especificos contra antigenos neurales (Mizzachi y cols. 1983,
Taranova y cols. 1992) dando lugar a una probable formacién de complejos inmunes mismos que

pueden contribuir al dafio tisular (Palladini y cols. 1987, lumashev y cols. 1991) (figura 3).
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FIGURA 3. Esquema propucsto para explicar la respuesta immunc después de una lesion
traumatica al SNC. En cl SNC la BHE impide que las cclulas del SI reconozcan como propios a
los antigenos ncurales. Después de una lesion, hay nuptura de 1a BHE lo que permite un cstrecho
contacto entre las células del SI y las del SNC, de tal forma que, se puede desarrollir una

respuesta inmune contra los antigenos neurales.
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RESPUESTA INMUNE CONTRA TRASPLANTES AL SNC

El mismo procedimiento quirirgico realizado para llevar a cabo el trasplante provoca el
desequilibrio de la BHE y con ello, las células del SI pueden estar en contacto con las células del
trasplante pero también con las células ncurales, de manera que podria originarse una respuesta
auto innmne (ver el apartado anterior) ademas de la RI contra el trasplante. Una vez llevado a
cabo el trasplante, ¢l primer factor importante para desencadenar la Rl es el mimero de CPAs con
moléculas del MHC clase 11 derivadas del donador y ¢l niimero de células CPAs derivadas del
receptor {células de Ia microglia) en Ia regién del trasplante. Las CPAs del donador presentan en
forma directa el antigeno a los linfocitos T mientras que las CPAs del receptor lo hacen también
pero en forma indirecta (Shoskes y Wood 1994). Posteriormente, las CPAs en ¢l mismo sitio
del trasplante o bien migrando hacia el tejido linfatico regional (ganglios cervicales) pueden
provocar Ia activacidn y proliferacion de los linfocitos T CID4+ mismos que al estar activados
secretan los factores (citocinas) de migracidn, proliferacion y activacién para las células
efectoras nativas (microglin) y extraiias ol SNC  (macréfagos, linfocitos T CD8+, células NK),
que son Ias que sc dirigiran a destruir ¢l trasplante. Las células extrafias al SNC son capaces
(como ya se menciono anteriormente) de atravesar Ia BIIE y wna vez que llegan al trasplante
pueden proliferar localmente (Nicholas y Amason 1989), ariginando asi otro factor de rechazo

local.
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FIGURA 4, Esquema que propone la respuesta inr logica contra traspl en el SNC, La
sensibilizacion se puede Ilevar a cabo via LCR en los ganglios cervicales (via aferente) y aqui
mismo da inicio la via cferente (via efectora) constituida por los linfocitos T cooperadores , T

citotdxicos y los anticucrpos.

INMUNOSUPRESION

La respuesta auto inmune desarrotlada contra los antig neurales después de una LTME y la
RI dirigida contra los trasplantes colocados en diclia drea con fines terapéuticos podrian estar
funcionando como un obstéculo a la probable regeneracion del SNC. Por tal motivo ¢s necesaria

Ta utifizacién de un adecuado esq inmunoder

A pantir de la década de los 50s se cipezaron a ensayar diferentes tipos de Inmunosupresion

entre cllos 1a imadiacion corporal total (Dempster v cols. 1950, Lindsley y cols. 1955 ), ef uso



de farmacos como los corticosteroides (Billingham  y cols. 1951), 6-mercaptopurina, (Calne
1960) (azatioprina) y ciclofosfamida entre otros (Starzl 1990). Algunos de estos farmacos en

su momento fueron tiles pero en su momento dejaron de ser utilizados por su gran toxicidad,

posteriormente s¢ empezo a utilizar la globulina antilinfocitos (Starzl y cols. 1967 ) misma que
tuvo que administrarse en  combinacidn con los firmacos anteriores por no funcionar tan
eficiente mente.

A partir de 1980 se empieza a hacer uso de inmunodcpresores con una menor citotoxicidad y
una mayor selectividad por ¢células del SI. La ciclosporina A { CsA) y el FK506 son farmacos que
inhiben en forma selectiva la proliferacién de los linfocitos T CD4+; siendo la CsA la mas
utilizada actuslmente (Kahan 1989).

Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra receptores especificos en los linfocitos T CD4+
también podrian ofteccr grandes ventajas como parte de un esquema inmunodepresor y por cllo

actualmente son también objeto de estudio (Starzi 1990).

Corticosteroides

El mas utilizado es la prednisolona. Su ismo de accidn es muy complejo; afecta In funcion

de los linfocitos T y de los macrofagos ¢ inhibe la migracién de los monocitos al sitio de
inflamacion e interfiere con la produccién de IL-1, IL2 e IL-6 afectando por tanto en forma

indirecta la funcion de los linfocitos T CD4+ (Fuchs y Bullerd 1988).

Azatioprina
La azatioprina en ¢l higado es metabolizada a 6-mercaptopurina y funciona inhibiendo Ia sintesis
del DNA y por tante 1a division y proliferacién celular. Por su accion sobre la divisin cefular
impide la formacion de células micloides en la médula 6sea y por lo tanto pucde originar ademis

de leucopenia también trombocitopenia (Council on Scicntific Affairs1987).



Ciclofosfamida

La ciclofosfamida inhibe tambicn la sintesis de DNA, impidiendo asi la replicacion de los

oo 1

linfocitos pero también de otras células (fibroblastos, gos) cuya replicacién es

S

ripida. Suprime también la funcién del sistema reticuloendotelial originando una gran

inmunosupresion y citotoxicidad. (Many y Schwartz 1970).

Anticuerpos monoclonales

" Los linfocitos T para ser activados requicren de la interaccién de sus moléculas CD4 o CDB

(cooperadores y citotéxi respectivamente) y su RLT, con sus respectivas moléeulas en las
CPAs. Algunos ¢studios han demostrado que la inyeccion de anticuerpos monoclonales anti-CD4
a un ratén trasplantado, origina tolerancia y una gran sobrevida del trasplante (Sloan  y cols.
1991).

Otro sitio posible de accién de los anticuerpos ¢s ¢l RLT y el receptor de 1L-2 en el linfocito. La
administracién de anticuerpos contra dichos receptores también ha demostrado que prolongar la

sobrevida de los trasplantcs al inhibir la activacidn del linfocito (Starzl 1990).

FK 506

Es un antibidtico del grupo de los macrélidos que ha demostrado ser de 10 a 100 veces mis
potente que la CsA. Inhibe fa  transcripcion del RNAm de la IL-2 y por tanto inhibe la
proliferacion de los linfocitos T, la secrecion de otras linfocinas (interferon gamma) y la
acumulacion de RNAm de IL-3, [-4, Interferén gamma y factor de necrosis tumoral ¢t los

linfocitos (Bicrer y cols. 1990, Yoshimura y cols. 1989),
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Acido micofenolico (RS-61443)

Inhibe la sintesis de GMP y consecuentemente de GTP y GDP los cuales jucgan un papel muy

T fraps

impertante en el metaboli de los , dando como resultado un efecto antiproliferativo

en forma selectiva sobre los mismos (Sollinger y cols. 1992). Este firmaco bloqueca en forma
selectiva la proliferacion de linfocitos T y B, inhibe la formacién de anticucrpos y la generacion

de linfocitos T citotdxicos (Eugui y cols, 1991).

Ciclosporinn A

Actualmente es ¢l farmaco mis utiizado y que mejores resultados ha dado en relacion a la
prolongacion de la sobrevida de un trasplante.

La CsA es un polipéptido neutra, eiclico lipofilico de 11 aminodcidos y con peso molecular de
1,202.6. A bajas concentraciones (menores a 10 microM) inhibe In transcripcién del RNAm
para la sintesis de IL-2 y otras linfocinas durante el proceso de activacion de los linfocitos T por
tanto inhibe su activacién y proliferacion en forma selectiva (Kahan 1989).

La CsA a difcrencia de los corticosteroides, la azatiopring, y la ciclofosfamida actia en forma
selectiva sobre los linfocitos T CD4+ y ofrece un mucho menor rango de citotoxicidad ya que no
actiia sobre Ia proliferacion de otras células: ademis también a diferencin de los anticuerpos
monoclonales, el FK506 y ¢f RS- 61443; [a CsA es un inmunodepresor bastante investigado y
con la ventaja de que actualmente ha dejado de cstar en fase experimental, pues una gran
cantidad de estudios experimentales (Nakayasu y cols. 1990, Green 1988) vy clinicos (Vries y
cols. 1990, The Maltiple Sclerosis Study Group 1990, Hodgkinson y cols. 1990, Tugwell y
cols. 1990) apoyan su gran utilidad. Ademas, también a nivel del SNC, sc ha demostrado su
cfectividad  en animales de experimentacion al promover la sobrevida de aloinjertos y
xenoinjertos intracerebrales. (Nicholas y Amason 1989, Finsen y cols. 1988, Marion y cols.

1990, Brundin y cols. 1985).



Finalmente en nucstro medio, Ia CsA ¢s el firmaco inmunodepreser inds accesible, Todo lo

anterior lo hace ser hasta el o el iar dep de eleccion. Por tal motive

consideramos de gran importancia revisar de manera mais extensa las caracteristicas de este

farmaco.

GENERALIDADES SOBRE CSA

La CsA es un polipéptido ciclico, lipofilico extraido del Tolypocladium inflatum Gams. Su sitio
inmunodepresor se localiza en los aminodcidos colocados en lus posiciones 11, 1,2y 3. En I
clinica 12 CsA se estabiliza usando como vehiculo cl aceite de oliva para In administracion oral y

con aceite de castor (cremophor) para Ia via intravenosa (Kahan 1989).

Absorcion
Cuando se administra la CsA via intravenosa el total de la dosis ingresa a la circulacién, mientras
que Ia de la administrada via oral es muy varinble debido a su lenta e incompleta absorcidn en in
primera porcién del intestino delgado, en un proceso que es bilis-dependiente, de tal manera que
la fraccion de la dosis de 1a CsA que finalmente llega a la circulacion (biodisponibilidad) es muy
variable. En  ambos casos ( vin intravenosa o via oral) Ia concentracién maxima de Is droga en
la circulacion (Cmax) se puedc observar en un promedio de 3.8 hrs después de haber sido
administrada. En general ln absorcion de Ia CsA administrada por la via oral, es afectada por
colestasis, vaciamicnto gastrico lento, motilidad intestinal aumentada, esteatorrea, secrecion

pancreitica exdcrina  disminuida, Por otro lado s¢ puede promover su absorcién

1 1 1

randola con el en el caso de la via oral.
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Distribucion
La mayor parte de la CsA en la circulacion se une con lipoproteinas de alta, baja y muy baja
densidad (34,34 y 10 respectivamente) y con quifo micrones { Ryffel y cols. 1988). La extension
de tejido donde la CsA sc deposita ¢s muy varisble de paciente a paciente, su volumen de
distribucién va de 4 a 8 litros por kilogramo de peso. El lugar de mayor depésito de CsA es el
higado, seguido por ¢l paucreas, la grusa, la sangre, ¢l corazon, ¢l pulmén, cl riién y el tejido

neural y el muscular {Kahan 1933),

Biotransformacion

La CsA a nivel hepético es convertida por isoenzimas de la superfamilia del citocromo P-450 en
metabolitos que reticnen Iz estructura ciclica y que son de una eita polaridad. La
coadministracion de fimacos que interactuen con el sistema del citocromo P-450 pueden afectar

el metabolismo de la CsA. Asi pues, los firmacos inhibidores del citocromo P-450 (Ketoconazol,

2
=) )

metilpr , diftiazem ctc.) incrementan los niveles de CsA; mientras que los

farmacos que inducen la  formacion de Ia citocromo P-450 (rifampicina, fenobarbital,

carbamazepina, dcido valproico, etc.) disminuyen los niveles de CsA (Kahan 1989).

Eliminacion

La CsA se climina principalimente a t1avés de la bilis luego de su biotransformacion y solo una

pequeila proporcion (el 6% aproximad. ) se elimina via renal Su vida media (tiempo
requerido para que la droga disminuya a la mitad de su concentracion plasmitica méxima) ¢s de

6.4 8.7 horas. La climinacion de la CsA cs muy variable de iente a paci obteniéndose

un rango de depuracién de 2 a 32 ml por minuto por Kg (Kahan 1989).
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Acciones inmunodepresoras

La CsA inhibe Ia cascada de activacion nccesaria para las  funciones inmunes especificas,
particularmente la produccion de linfocinas (IL-2). El mecanismo preciso de accion de la CsA no
se conace pero existen algunas hipotesis: a) la CsA a nivel citoplasmitico se ume a fa
calmodulina y de esta mancra se interrumpe la transduccion para la produccion de linfocinas. b)
hibe Ia funcion de proteinas activadoras que median la transduccidn a nivel citoplasmitico. ¢)
inhibe proteinas potenciadoras de Ia transcripcitn a nivel nuclear, d) a grandes concentraciones,
inhibe 1a RNA polimerasa (Kahan 1989).
A nivel timico, Ia CsA disminuye ¢l nimero total de timocitos ¢ inhibe su desarrollo (Beschomer
y cols. 1988). Disminuye la  expresién de moléculas de! MHC clase I y la sintesis de

prostaglandina E2 en células accesorias (Kahan 1989),

FEfectas toxicas
La administracion diaria de CsA puede originar altersciones neuroldgicas (tremor, parestesia

plantar, depresion psiquica, dolor de cabeza, confusion y lencia), der logicas (

&

hipertricasis, hiperplasia gingival), gastrointestinales (anorexia, nausea, vimito), endocrinas
(hiperglucemia, ginccomastia), hepaticas  (colestasis, hiperbilirubinemia, niveles altos de
aminoteansferasas en sucro, necrosis tisular), 6scas  (osteoporosis), hematologicas (trombosis),

renales (necrosis tubular) (Kahan 1989),

Métodos de andlisis
La naturnleza quimica de la CsA ha dificultado el desarrollo de técnicas de analisis por su alto
peso molecular y su muy baja  absorbancia a la luz ultra violeta. Actualmente cxisten varias

téenicas analiticas para medir CsA en liquidos bioldgicos (Tjandra-Maga y Verbesseit [990):
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La cromatografia Jiquida de alta presién (HPLC)

Es una técnica que permite medir la CsA original en forma separada de sus metabelitos. Es por
lo tanto, 1z técnica mis fidedipna pero también la que consume més tiempo pues se requiere del
desarrollo de procedimientos de extraccién nmiy claborados (Sawahuk y Cartie 1981) lo que no

Ia hace una técnica de uso practico,

Egta téenica utiliza una combinacion de ciclosporima A marcada con un isétopo radioactivo (125

1 6 3H) como indicador y un anticucrpo policlonal o lonal contra ciclosporina A.

Son menos especificas Ias que utilizan un anticuerpo policlonal (125I-RIA  policional) pues
miden la CsA y sus metabolitos de manera global, Las que utilizan un anticucrpo monoctonal son
mas especificas (3H-RIA monoclonal y 1251-RIA-monoclonal) . El anticuerpo es producido
inmunizando a un ratén  con ovalbimina de pollo conjugada a una molécula de CsA que
contenga una  substitucidn de D-lysyl en la posicion 8. Este anticuerpo no  reacciona

cruzadamente con los metabolitos de la CsA permitiende  asi una medicién mis exacta de la

concentracion real de fa CsA - (Quesniaux y cole 1987)

Recicntemente se han introducido dos sistemas de RIA diferentes, e! Sandimmun-especifico y el

Cyclo-Trac SP; ambos basados también en el si de anticuerpos monoclonales contra Ia

CsA. Ninguno dc los dos mostrd reaccién cruzada a los metabolitos de 1a CsA (Sung y cols,

1988)

Seleccion de la dosis de acuerdo a las variables farmacocinéticas

La "ventana lerapéutica” de la CsA en ¢l humano ¢s de 0.12 a 0.275 ug/ml en plasma, de 0.05 a

0.3 ug/mi en plasma y de 0.25 0 0.8 ug/ml en sangre total determinada por RIA . Los valores
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séricos por arriba o por abajo de dicho rango, se correlacionan con episodios de rechazo del

1 Aad

P , hepat icidad, nefr icidad, infecciones o crisis convulsivas (Kashan y cols.

1984). Adn (teniendo ésto en ideracion, cada individuo p un perfii  farmacocingtico
diferente; por tanto Ia dosis que cada individuo necesita para alcanzar y no sobrepasar el rango
terapéutico  también es diferemte. Tomando en consideracion las grandes variaciones
interindividuo, podemos damos cuenta que es de surna  importancia Ia realizacién de un perfil
farmacocinético previo al inicio del tratamiento, para que, de esta forma podamos predecic Ia
dosis que alcanzarh el rango requerido. Paca conocer por ejemplo 1a dosis inicial de CsA que se
debe administrar & un  individuo que va a recibir un trasplante, el caloulo debe basarse en la

1

telzcidn fineal entro la dosis y el AUC plasmitics. La dosis in para una

concentracién sérica promedio de 0.2 ug/m! en In mayoria de los pacientes con trasplante renal

es de 6mg/kg/dia (Kahan 1989).

Biodisponibilidad de la CsA en humanos y ¢n ratas sin LIME (Dosis de 10mg/kg/dia)

La biodisponibilidad de In CsA tiene una gran variabilidad entre cada individuo. En el humano

por ejewplo, In CsA  administradn por Iz via oral presenta una C max promedio de  1.08+-0.744
ug/ml, y ua AUC de .765+-0.593 ug/mihr, mientsas que fa admninistrada por la via intravenosa
{1V} presenta una Coax  mayor de 2.0 ug/ml, y un AUC de 1.93+-1.3 ug/mihr (Kahau y cols.
1985). En ratas, los valores obtenidos por 2 diferentes autores son fos siguicates:

Didlake y cols. (Didlake y cols. 1988) reporten | que al administras 10 mp/Kg/dia de CsA en
una sola dosis por Ia vin eral In C max  promedio es de 2.42+-0.99 ug/ml, y el AUC de
25.31+-7,56 ug/mbh; mientras que cuando se administra la misma dosis por fa via intravenosa
(IV), 1a C max no es reportada pero el AUC esde 7.77+- 1.73 ug/mbh.

Wassel y cols. (Wassel' 1985) por su parte  reportan para fa CsA  administrada por vis oral

también o b dosis de 10 mp/kg/dia una C max de 0.4+-0.2 ug/mi y una AUC de 2.733+.0.49
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ug/hr/ml; mientras que para la administrada por la via intraperitoneal (IP) une C max de 3.8

+-0.2 ug/mly una AUC de 11.82+- 0.14 ug//ml.

TABLAT
Biodisponibilidad de 1z CsA en bumanos y ratas después de una dosis de 10mg/kg/dia en

condiciones fisiologicas.
Especic Via Cmax (ug/ml) AUC (ug/mlh) Ref
oral 1,08+-0,74 0,76+-0.59 Kahany cols
Humanos v — 1.93+-1.3 1985
oral 2.42+-0.99 25.31+-7.56 Didlake y cols.
v e 1774173 1988
Ratas
oral 0.4+-0.2 2.733+-0.05 Wassef'y cals.
P 3.8+-0.2 11.82+-0.14 1985

Los valores se presentan como promedio -+- Ia desviacion estindar, determinados por RIA.
Como se pucde observar, la biodisponibilidad de la CsA es muy varisble; se cncucntran

diferencias inter-especie e inclusive intra-especie, lo que nos hace reflexionar en lo importante

que es la realizacién de un estudio farmacocinétice previo al inicio del tratamiento con dicho

3



firmaco pues es de gran importancia conocer la dosis de CsA que a final de cuentas va a ser de
utilidad en un individuo determinado.

Después de una LTME sobrevienen una scric de fendmenos fisiopatolégicos que alteran la

+ TSNS sasd
Lt 3

y eliminacion de al drogas (Halstead y cols, 1985), de tal manera
que Ia biodisponibilidad de ciertos farmacos podria estar alterada en individuos con LTME.
Algunos estudios han demostrado que la biodisponibilided de ciertos firmacos como la teofilina

yla icina se a disminuida en individuos con LTME (Segal y cols. 1985A, Scgal

ycols, 1986A, Segal y cols. 1985B). En el caso de la gentamicina se investigé la via intravenosa

yla intramuscular micntras que cn el caso de la tcofiling se investigo la via oral solamente. En

di 6n en Iz biodisponibilidad del firmaco independientemente de

cada caso se observo una

{a via de admistracion, lo que sugiere que estas drogss pueden no estar ejerciende en forma
eficaz su accion terapéutica en pacientes con LTME. En la LTME podemos distinguir a groso
modo 2 fases: In fase aguda y la fase cronica. En cada fase existen diferentes caracteristicas
neurofisioldgicas que pueden originar diversas alteraciones, En la fase aguda por ejemplo se
presenta ¢l choque medular, mismo que se caracteriza por wna disminucion importante de la
actividad nervioss por abajo del nivel de la lesion, con movimientos voluntarios y reflejos
abolidos. En la fase cromica, la médula espinal aisladn y sus nervios cspinales muestran
gradualmente  aclividad newronal auténoma, caracterizada por actividad reflejn minima vy

actividad flexora espasmédica, entre otros signos (Noback y Demarest 1980).
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JUSTIFICACION

En nuestro grupo de investigacion sobre la regeneracion del SNC nos proponemos investigar el
cfecto de la inmunosupresion sobee Ia remiefinizacion de los axones de In médula espinal después
de una lesién treumética y hemos clegido la CsA como el firmaco inmunodepresor para nuestro
modelo experimental de LTME, por ser el inmunodepresor mis usado para evitar el rechazo de
trasplantes neurales y por otras ventajss ya mencionadas, Sin embargo cs importante estudiar la
biodisponibilidad de este farmaco en nuestro modelo experimental, en In fase aguda y en la fase
crénica de la LTME ya que en ambas ctapas existen diferentes caracteristicas neurofisiologicas

que pueden originar diversas alteraciones. Es importante ¢n una primera fase de csta

I3 In biodisponibilidad de la CsA tanto cn la fase aguda como en fa fase

cronica de la LTME, después de aplicar una dosis de 10 mg/kg/dia, dosis que sc utilizaen

humanos en forma protocolatia para trasplantes de tejidos a SNC (Brundin y cols. 1985).

deh hl

Posteriormente cn una da fase el esq que nos garantise niveles

utiles y lo menos téxicos posibles de CsA durante la fasc aguda (24 hrs pos lesién), sub aguda
(72 lis pos lesion) y crénica (>30 dias pos lesion) de la LTME . En csta fase tomaremos como
referencia los valores que representan la ventana terapéutica en el humano (0.12 a 0.275 ug/mi)
ya que en la rata no existen dichos valores. Finalmente en una tercera fase debemos evaluar la
utifidad de dicho esquema y en cste caso o realizaremos  evaluando el efecto del esquema

inmunodcpresor sobre la recuperacion clinica de ratas con LTME.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La CsA puede ser utilizada en modelos experimentales de LTME para controlar la respuesta
auto inmune observada después del trauma asi como la RI dirigida contra trasplantes colocados
en el sitio de lesién con fines terapéuticos. Sin embargo, algunos estudios han sustentado que la

biodisponibilidad de ol farmacos csta disminuida en pacientes con LTMF.

Asi pues, las preguntas a responder son:

1. 4 Existen alteraciones en la biodisponibilidad de la ciclosporina-A en ratas con LTME

dependicntes del estadio (agudo o cronico) y de fa via de administrecion (oral ¢ intraperitoneal)?

2. { Cual es la dosis y la via de sdministracion que mantenga los niveles de CsA dentro del

rango de 0.12a 0.275 ug/ml, durante la fase aguda, sub agude y crénica de la LTME?

3. ¢ El esquema inmunodepresor elegido tiene algin efecto sobre 1a recuperacion clinica de las

ratas con LTME?
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HPOTESIS

1. La biodisponibilidad de 1a CsA en ratas con LTME se encuentra disminuida y la magnitud de

esta disminucién depende del estadio de la lesién y de la via de administracién de la droga.

2. Durante la fase aguda de la lesion la mejor vie de administracion es la intraperitoneal mientras

que para las fases sub aguda y crénica la mejor es 1z via oral

1

3. La aplicacién del t i i presor  clegido, tendrd efecto positivo sobre ln

recuperacién clinica de ratas con LTME,
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OBJETIVOS

OBIETIVO GENERAL.

Analizar la biodisponibilidad de la CsA administrada por la via oral o intraperitoneal en
diferentes etapas de la lesion traumitica de la médula espinal en ratas, en funcién de establecer un
esquema de administracion de CsA dentro del rango establecido (0.12 a 0.275 ug/ml) y que

provoque un efecto inmunodepresor que permita la recuperacion clinica de ratas con L'TME.

OBJETIVOS PARTICULARES,

1. Comparar Ia biodisponibilidad de la CsA administrada por a vin oral
1.1 Entre las ratas sin LTME y las ratas con LTME en fase aguda.
1.2 Eutre tas ratas sin LTME y las ratas con LTME en fase cronica.

1.3 Entre las ratas con LTME en fase aguda y las ratas con LTME en fase crépica.

2. Comparar Ia biodisponibilidad de Ia CsA administrada via intraperitoneal
2.1 Entre las ratas sin LTME y las ratas con LTME en fase aguda.
2.2 Entre las ratas sin LTME y las ratas con LTME en fase cronica,
2.3 Entre las ratas con LTME en fase aguda y las ratas con LTME en fase cronica.

3. Determinar la dosificacién y la via de administracién que mantenga los niveles de CsA
dentro del rango establecido como ventana terapéutica en el humano (0.12 a 0.275 ug/ml),
durante la fase aguda, sub aguda y crénica de }a LTME en ratas.

5. Determinar ¢l efecto del tratamiento inmunodepresor sobre la recuperacion clinica de ratas

sometidas a una LTME,
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MATERIAL Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Se diseiiaron 3 serics experimentales que se realizaron en forma secuencial. Se utilizaron un total
de 87 ratas Long-Evans, hembras, adultas de 14 a 15 semanas de edad y con peso corporal de
220 a 250 g para los 3 experimentos, mismas que se distribuyeron de la siguiente forma:
Primer serie experimental

"Biodisponibilidad de lIa CsA durante la fase aguda y crémica de la LTME después de
administrar 10 mg/kg/dia del firmaco o del vehiculo.”
N=30 (tabla I§)
* A todas las ratas s¢ les realizaron determinaciones de CsA en suero 10 minutos antes y a las 2,
4, 6, 12 y 24 hrs después de 1a admmistracion del farmaco.

Segunda serie experimental

"Estandarizacién de 1a dosis y a via de administracién que nr ga los niveles de CsA en el
rango de 0.12 a 0.275 ug/ml",
N=25 (tabla )
* Se realizaron determinaciones de CsA en suero 10 minutos antes y a las 2, 4, 6, 12, 18y 24 hrs
después de Ia administracién del firmaco.
‘Fercer serie experimental
"Evaluacicn clinica del efecto del esquema inmunodepresor clegido”.
N=32 (tabls TV)
* Sc administr6 el tratamiento inmunodepresor elegido o ¢l vehiculo de Ia CsA y se realizaron

prucbas de evaluacion clinica durante 90 dias de seguimiento.

40



TABLA 11

GRUPOS
Grupo Procedimiento Fase de Via de
N=5 quinirgico (PQ) estudio administracion CsA
1 LTME Aguda Oral
(24h pos-PQ)
o LTME Crénica Oral

(7 sernanas pos-PQ)

jii4 Laminectomia 24h pos-PQ Oral
1\Y LTME Aguda Intraperitoneal
{24h pos-PQ)
v LTME Crouica Intraperitoncal
{7 semanas pos-PQ)
Vi Laminectomia 24h pos-PQ Intraperitoncal

Nota: Los grupos Il y VI son los grupos testigo.
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TABLAIII

GRUPOS
Grupo Procedimiento Fase de Via de Dosis
N=§ quinirgico (PQ) stud acion CsA
I LTME Aguda P 5mg/kg/dia
{24h pos-PQ)
I LTME Aguda P 2.5mg/kg/12brs
(24h pos-PQ)
m LTME Sub aguda Oral  l0mgkg/dia
(72h pos-PQ)
1\Y LTME Sub aguda Oral  Smg/kg/12hrs
(72l pos-PQ)
v LTME Créunica Oral  Smg/kg/12iirs
(7 scmanas pos-PQ)
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TABLA IV

GRUPOS
Grupo Procedimicnto Esquema
N=8 quirirgico (PQ) Inmunodepresor
1 LTME Si
(CsA)
11 LTME No
(Vehiculo)
m Laminectomia Si
(CsA)
v Laminectomia No
(Vehiculo)

CIRUGIA (LTME) Y CUIDADOS POS QUIRURGICOS

Antes del procedimiento quinirgico, las ratas fucron anestesiadas con ung mezcla de clorhidrato
de ketamina (77.5 mg/kg) y clorhidrato de xilazina (12.5 mg/kg). Bajo condiciones de asepsia y
antisepsia, se realizd una Laminectomin a nivel T8 cxponiendo la médula espinal con la
duramadre integra, Se colocd al animal en un aparato estereotixico y se dejo caer un peso de 15
g deuna altura de 8 cm a través de un tubo guia (método de Allen modificado para ratas) (Allen
1911). Se corrobord Ia presencia de hematoma en el érea del impacto y finalmente, se suturé por

scparado ¢l plano aponeurético y la piel con dermalén 5-0. Después de Iz citugia, las ratas
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recibicron una sola dosis de penicilina G benzatinica 240,000 UL, IM luego fucron colocadas en
una unidad de cuidados intensivos para animales menores (Schroer Manufacturing Co., Kansas
City) hasta que se recuperaron de la anestesia.

Leos animales fucron alimentados ad /ibitum y colocados en jaulas individuales con aserrin estéril,
Elintestino y la vejiga neurogénica fueron evacuados mediante compresion manual 2 veces al dia

hasta que fa recuperacién de su motilidad fue compatible con su evacuacion refleja.

EVALUACION CLINICA
(Tercer serie experimental)
A todos los animales  se les realizaron pruebas para evaluar locomocion (escala de Tarlov) y
recuperacion motora del tren posterior (reflejo de apoyo y plano inclinado) durante 90 dias.
Dichas pruebas fueron realizadas cada 24 hrs durante los primeros 10 dias y posteriormente
cada 72 hrs hasta los 30 dias pos lesion y finalmente cada semana hasta los 90 dias del

seguimicnto,

Escala de tarlov: Evalua el grado de recuperacion en la locomocion del tren posterior cn basea 5
grados; grado 0; Sin movilidad de las extremidades posteriores; grado 1: Movimientos de tipo
reflejo ; grado 2: Movimientos voluntarios y coordinados con la marcha pero sin base de
sustentacién; grado 3 Movimientos voluntarios coordinados y con base de sustentacidn; grado 4:

Marcha normal (Tarlov 1954, Kunkel 1993).

Plano inclinado: Evaliia la recuperacién motora del tren posterior en base a la capacidad del
animal para mantenerse sobre un plano que gradualmente avanza de 0 a 90 grados de inclinacion
. Una rata normal llega a mantenerse sobre el plano hasta los 80 grados de inclinacion, mientras

que una rata recién lesionada se mantiene hasta los 30-35 grados de inclinacion. El animal debe
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mantenerse por lo menos 10 segundos para pasar al siguiente grado de inclinacion. Cada vez que
ef animal pasa la prueba, se aumentan 5 grados de inclinacién al plano hasta que In rata ya no
pueda mantenerse. Los grados de mixima capacidad para mantenerse sobre el plano se
determinan para la extremidad izquierda, Ja extremidad derecha y ambas patas (posicién vertical al

plano) (Rivlin y Tator 1977, Kunkel 1993).

Reflejo de apoyo: Explora la recuperacién funcional y motora de las extremidades posteriores, en
esta prueba solo se evaliia 1a presencia o ausencia del reflejo. El animal es colocado sobre el filo
de una mesa con las extremidades posteriores colgando a un lado del filo. Se provoca el rose de la
region dorsal de ambas extremidades con el filo. Al realizar esta maniobra el animal debera
encoger y subir ambas extremidades para apoyarlas sobre el plano de la mesa. Toda rata normal

realiza sin problemas esta maniobra (Wrathall 1989, Kunkel 1993).

ADMINISTRACION DE LA CSA
Primer y segunda serie experimental

La CsA sc utilizo en forma de solucion oral 100 mg/ml para la administracion por la via oral y
en forma de solucion inyectable 50 mg/ml para la via intraperitoneal (Sandimmune, Sandoz;
Basel, Switzerfand). Para Ia administracién oral, la solucion original fue diluida en aceite de oliva
y mezclada mediante agitacion a 2000 R.P.M. durante 2 minutos.; de esta mezcla se tomaron 0.5
ml para administrar finalmente la dosis correspondiente a través de una cénula orogéastrica. Para Ia
administracion intraperitoneal, la solucién original fue diluida en solucion de NaCl 0.9% y
mezclade mediante agitacion a 2000 R.P.M. durante 2 minutos; de esta mezcla se tomaron
también 0.5 ml para inyectar finalmente la dosis correspondiente con una jeringa de tuberculina

(previa asepsia y antisepsia de la region abdominal) en la cavidad intraperitoncal.
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Tercer serie experimental
La CsA se prepard y administré segin la via, de acuerdo a lo anteriormente mencionado. El
esquema utilizado fue e! siguiente: El firmaco o el vehiculo del firmaco segin ¢l caso, sc
administrd 24 hrs antes de que los animales fileran sometidos al procediniiento quirdrgico a
una dosis de  Smg/kg/12hrs por la via oral Durante In fase aguda (24 a 72hrs despuds del
procedimicnto quinirgico) se ndministrﬁmn 2.5 mg/kg/12hrs por la via intrapcritoneal y

durante las [ases sub sguda y crénica se administraron 5 mg/kg/12hes por la via oral.

COLECCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

Las muestras de sangre fiteron obtenidas bajo anestesia ligera por inhalacion de éter etilico,
mediante sangria (0.5ml) de la punta de Ia cols. Las tomas se realizaron 10 minutos antes y a
“diferentes tiempos (segin ¢l experimento) después de la administracién de Ia droga. Después de
permitir 1a congulacién, las muestras se mantuvieron 60 min a temperatura ambiente para
posteriormente ser centrifugadas a 2500 r.p.m. durante 30 min, para la obtencién de los sueros

oad,

correspondientes mismos que se congelaron a -20 C hasta ser s. Las T

séricas de CsA fueron d imad di Radioinm alists (sistema Cyclo-Trac SP)

(Sung y cols. 1988).

PROCEDIMIENTO DEL RADIOINMUNOANALISIS

1. Se prepard una sol. amortiguadora de fosfatos y se dejo reposar & temperatura ambicnte al
igual que los demds reactivos utilizados.
2. Se diluyd en el sol. amortiguadora de fosfatos, cada estindar, cada muestra testigo y cada

muestra a analizar, tomando 50 ul de cada una.
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3. Se agregaron 2.5 ml de la solucidn sol. amortiguadora a los 50ul de cada muestra (dilucion
1:51).
4. Sc agitaron gentilmente los tubos.
5. Todas las muestras se hicieron por triplicado.
6. Sc marcaron los diferentes tubos para la prueba y se les agregaron los reactivos como sigue:

a) a los tubos de cuentatotal 00 ulde 1251 CYCLO-Trac SP

b) a los tubos de unién no especifica (NSB) 100 ul del estandar sérico 0 CYCLO-Trac diluido
100 ul de 125 ICYCLO-Trac SP 1.0 ml de CYCLO-Trac SP Immuno Sep NSB
c) a los tubos del estdndar sérico 0 CYCLO-Trac SP 100 ul del estandar sérico 0 CYCLO-Trac
NS diluido 100 ul de 1251 CYCLO-Trac SP

d) a los tubos estandars (A-E) séricos CYCLO-Trac SP 100 ul del estandar CYCLO-Trac SP
dilvido 100 ul de 125 I CYCLO-Trac SP

c) a los tubos de las muestras a analizar y las muestras testigo 100 ul de! suero diluido 100
ul de 125 I CYCLO-Trac SP
7. Se agregt después de ser agitado vigorosamente 1 ml de Immmmnoe Sep Anti-CYCLO-Trac SP
en todos los tubos antes mencionados excepto 2 los tubos de cuenta total y de umién no
especifica.

8. Se agitaron en un vortex todos los tubos y se incubaron por 2 hrs a 20-25 grados
centigrados.

9. Después del periodo de incubacién se centrifugaron a 1000 x g por 20 min a 20-25 grados
centigrados,

10. Se decant6 inmedistamente el sobrenadante de los tubos excepto el de los de cueata total
dejindolos boca abajo por un tiempo de 2 min.

11. Se conté ¢l precipitado de cada tubo y ¢l delos tubos de cuenta total utilizando un contador
para radiacién garmma.

12, Se claboré una curva de calibracion (figura 5).
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Tead

Los fueron calculados obteniendo una curva de calibracién graficando el porcentaje de

unidn contra el logaritmo de ta concentracidn de los estandars para calibracion. El porcentaje de

union (U/Ua) fue calculado mediante 1a siguiente formula :

CPM del estindar o muestra a analizar - CPM del NSB
Ufuo (%)= X 100
CPM del estiandar 0 - CPM del NSB

Donde:

1. Se caloula el promedio de las cuentas por minuto (CPM) de cada estindar y cada muestra a
analizar.

2. Se resta ¢l promedio de CPM del los tubos NSB a todos los tubos,

3. Se dividen las CPM corregidas de cada estindar, testigo o muestra a analizar entre las CPM
corregidas del estandar 0.

4. En una hojs de papel semilogasitmico se colocd cl porcentaje de nnidn pasa los estandar
CYCLO-Trac en el cje de las "Y" y su respectiva concentracion en el eje de las "X".

5. Se trazd una linea o través de cada punto para dar origen a la

grifica de calibracién.

6. Sc interpolaron los niveles de ciclosporina de las muestras a analizar,

ot PR

7. Se calculd la capacidad de unidn do las CPM de! estindar 0 entre el promedio

de las cuentas obtenidas en los tubos de cuenta total.

DETERMINACION DE LA BIODISPONIBILIDAD DE LA CSA

Se graficaron curvas individuales concentracién sérica -~ tiempo de Ia CsA determinads, a partir

dministractdn

def tiempo Q (basal) y Hlevando a cabo un scguimiento hasta 24 hrs despuds de la
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del firmaco. A partir de estas curvas se determind la concentracion méxima (Cmax) y el tictpo
para alcanzar la concentracion mixima (tmax) de la CsA. El drea bajo Ja curva concentracion
sérica--tiempo (AUC) fue calculada por Ia regla del trapezoide (Ritschel WA 1980). Los datos

se presentan como promedio +- el error estindar de 2 media (EEM).

Cuentas por minuto (x 1000)
@

0 t y 1

1 10 100 1000
Log. concentracion de CsA (ng /mi )

FIGURA 5. Curva de calibracion obtenida utilizando el sistema CYCLO-Trac SP para Ia

medicion sérica de CsA.

REGLA DEL TRAPEZOIDE PARA EL CALCULO DEL AUC
Para calcular el AUC por medio de Ia regla del trapezoide, primero se dividio toda el area bajo la
curva concentracion sérica-tiempo, en trapezoides y tridngulos, entonces, se calculé el drea de

cada figura, y finalimente, se obtuvo la suma de todas Ias dreas (Ritschel 1980).
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DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ELIMINACION

Mediante una regresion lincal se obtuvo la pendiente de los cuatro iiltimos puntos de las curvas
concentracién sérica—tiempo de los 3 grupos de ratas a los que se les administrd Ia CsA por la
via IP. E! valor de cada pendiente calculada fue considerado como su constante de climinacién

correspondiente,

ANALISIS ESTADISTICO

Para el primer experimento, las diferencias en los parimetros de biodisponibilidad entre los
diferentes grupos fueron determinadas mediante andlisis de varianza para gripos independientes
con prucba de Tukey (Steel and Torrie  1960). Las diferencias s¢ consideraron estadisticamente
significativas cuando la p fue < 0.05. Para el tercer experimento las diferencias en los parimetros
clinicos evaluados catre los grupos I 'y II fueron determinadas mediante la prueba U de Mann
Whitney (Steel and Torrie 1960) para I escala de Tarlov y el plano inclinado y la prueba exacta
de Fisher (Steel and Torie 1960) para el reflejo de apoyo. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas cuando la p fue <0.05.

CONSIDERACIONES ETICAS DEL USO DE ANIMALES EN EXPERIMENTACION
BIOMEDICA

Para la realizacion del presente prayecto se tomaron en cuenta los lineamientos establecidos en
el Reglamento de fa Ley General de Salud en Materia de Investigacién pﬂl;ﬂ 1a Salud (Titulo
Séptimo: De Ia Investigacion que inchiya la utilizacion de animales de experimentacion) (Ley

General de Satud 1990).
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RESULTADOS

PRIMER SERIE EXPERIMENTAL

Biodisponibilidad de la Csd administrada por la via oral

En la figura 6 se presentan las curvas concentracion sérica--tiempo de los tres grupos a los que se
les administrd Ia CsA por la via oral. Las ratas con LTME en fase aguda presentan una gran
disminucion de los niveles circulantes de CsA comparados con los presentados por las ratas
testigo, Ia Cmax se presentd a las 4 hrs despuds de administrado el firmaco, Después de las 12
hrs de administrado el farmaco, los niveles se encontraron muy disminuidos Hegando a ser
cscasamente detectados a las 24 hrs  después de administrada la CsA. Por otra parte, la
biodisponibilidad de la CsA parece recuperarse parcialmente con el tiempo, ya que los niveles

séricos de la droga en las ratas con LTME en fase crénice, son mayores a los niveles presentados

por las ratas con LTME en fase aguda éstos per a los observados en

Ias ratas testigo. En la tabla V se indican los valores de los parametros de biodisponibilidad de la
CsA en los 3 diferentes grupos; puede observarse que la Cmax y el AUC presentan una
reduccion significativa en la fase apuda de la LTME; ambos parametros representan
sproximadamente el 10% dc¢ los valores observados en los animales sin  LTME. Sin
embarge, no existe una diferencia significativa en el tmax. En las ratas con LTME en fase
cronica el AUC y Ia Cmax fireron significativamente mas altos a los observados en las ratas con
LTME en fase aguda. Aunque los valores promedio del AUC y Ia Cmax cn las ratas con LTME
en fase cronica representan aproximadamente el 60% de los observados en las ratag sin LTME,
esta diferencia no alcanzé una  significancia estadistica (p > 0.05) ya que Is varisbilidad

interindividuo fuc alta.
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Concentracién de CsA (ng/ml)

Tiempo (h)

FIGURA 6. Concentraciones séricas de Ia CsA después de una dosis ol de 10 mg/kg & ratas
con LTME e fase aguda (rombos), LTME ¢n fase crénica (tridngulos) y sin LTME (circules).
Los datos se presentan como medin, cl error estandar se marca con la barra.* valor

estadisticamente difereute sl de las ratas sin LTME (p< 0.05),
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TABLAYV

Biodisponibilidad de Ia CsA administrada por 1a via oral en ratas con LTME y en ratas testigo.

Parametro Ratas
sin LTME cen LTME con LTME
fase aguda fase cromica
Cmax (ug/ml). 1.31+-0.53 0.15+-0,02* 0.74+-0,16**
AUC (pg.h/ml) 16.59+-1.80 1.62+-0.15* 9.9 +-0.20
tmax (h) 4.50+-0.20 3.71+-0.15 4.18+-0.28

Valores promedio +- error estandar de 5 animales. * Valor estadisticamente diferente al de las
ratas sin LTME (p < 0.05), ** valor estadisticamente diferente al de Ias ratas con LTME en fase
aguda (p < 0.05)

Biodisponibilidad de ia CsA administrada por la via intraperitoneal

En la figura 7 podemos observar las cirvas concentracidn sérica~-tiermpo de los 3 grupos a los
que se les adeministeo la CsA por la via IP. La LTME (sobretodo en su fase aguda) también altera
Ia biodisponibilidad de la CsA, pero siguiendo un patrén totalmente diferente al observado
cuando se administré la CsA por Ia via oral. En el grupo de ratas con LTME en fase aguda los

niveles circulantes de CsA fireron mayores a los presentados por las ratas sin LTME y ademis se
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puede observar que la caida de la curva ¢s mis retardnda que 1a preseatada por los otros 2
grupos. En el grupo de ratas con LTME en fase crdnica, sin embargo, las concentraciones séricas
de CsA se presentaron sin - diferencias estadisticamente significativas con respecto a las del grupo

testigo,

Cocentracién de CsA (ng/ ml)

Tiempo (h)

FIGURA 7. Concentraciones séricas de la CsA después de una dosis IP de 10 mg/kg a ratas con
LTME en fase aguda (rombos), LTME en fase crénica (tridngulos) y sin LTME (cfreulos). Los
datos se presentan como media, siendo la barra e error estindar. * Valor que mostrd diferencia

estadisticamente significativa con respecto al grupo de ratas sin LTME.

La figura 8 mucstra Ia constante de elininacién de CsA luego de su administracion 1P (Kel) en

los 3 grupos de ratas. La LTME en fase aguda, origina una disminucion significativa cn ln Kel
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micentras que en 1a fase cronica parcce recuperarse pero ain es menor a la presentada por las ratas

testigo.

0.6
——Kel= 0,017 -1

——Kel=0.02 hi»1

o+ —@—Kel=0.03 bl

0.2

Log 10 de la concentracion

Tiempo (hotas)

FIGURA 8. Constante de eliminacion  de la CsA  administrada por la via P en ratas con

LTME cn fase aguda (rombos), LTME en fase crénica {cuadrados) y sin LTME (circulos).

En la tabls VI se muestran los valores de AUC de las ratas con LTME en fase aguda, cstos
valores se incrementaron alrededar de 2.5 veces mas que ¢l AUC  de las ratas sin LTME, Los
valores observados de AUC en las ratas con LTME cn fiise crénica son muy similates a Jos
observados en las ratas sin LTME. Aunque la Cmax promedio de las ratas con LTME en fase
aguda fue mayor que la de los otros dos grupos, ésta no  aleanzd una diferencia que fuera

estadisticamente significativa  (p > 0.5) debido a las grandes variaciones imterindividuo
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observadas. Por Gltimo, no se observé una diferencia estadisticamente significativa en lo referente

# la tmax para los tres grupos.

TABLA VI
Biodisponibilidad de In CsA administrada por la via IP en ratas con LTME y cu ratas sin LTME.

Pardmetro Ratas
sin LTME con LTME con LTME
fase aguda fase cronica
Cinax {ug/ml) 1.97+.0.11 2.87+-0.16 2.02+.020
AUC (ug./ml) 16.45+-0.80 40.41+-1.89* 22,50+-1.89C
tmax (h) 3.40+-0.39 2.86+-0.31 4.01+-0.28

and

Valeres pr dio +- error de 5 animales. * Valor estadisticamente significativo

diferente al de las ratas sin LTME, ¢ valor cstadisticnmente significative diferente al de las ratas

con LTME en fase aguda, p <0.05,

Finalmente, en Ia tabla VII se muestran los valores de los pardmetros de Ia biodisponibilidad de
la CsA administrada por la via oral y la administrada por la via 1P en ratas con y sin LTME.
Puede observarse que la biodisponibilidad de 1a CsA en Ias ratas con LTME  en fase aguda, se
encuentrs alterada para ambas vias de administracién, solo que con un patrén diferente. Cuando

la CsA sc administra por la via oral se disminuyen en forma significativa Ja Cmax y el AUC,
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mientras que cuando se administra por la via intraperitoneal, dichos parimetros se incrementan en
forma significativa en relacién a los observados en las ratas sin LTME.
Las ratas con LTME ¢n fase crénica, presentan parimetros con valores no muy slejados a los

obscrvados en las ratas sin LTME, para ambas vias dc administracion.

TABLA Vil
Parimetros de 1a biodisponibilidad dc la CsA administrada por la via oral o por la via intrape-

ritoneal en ratas sin y con LTME.

Parimetro Via Sin L.TME con LTME con LTME
fase aguda fase cronica
Cruax (ug/ml) oral 1.31+-0.53 0,15+-0,02* 0.74-+-0.16¢
’ P 1.97+-0.11 2.87+-0.16 2.02+-0.20
AUC (ugWml)  oral 16.59+-1.80 1.62+-0.15* 9.90+.1.88
P 16.45+-0.80 40,41+-1.89* 22.50+-1.89C
tmax (h) oral 4,50+-0.20 3,71+-0.15 4.18+-0.28
i 3.40+-0.39 2.86+-0.31 4.01+-0.28
Valores promedio 4- crror  estandar de 5 animales, * Valor estadisti significativo

diferente at de las ratas sin LTME, € valor estadisticamente significativo diferente al de las ratas

con LTME en fase aguda, p < 0.05.

37



SEGUNDA SERIE EXPERIMENTAL
En la Ggura 9 podemos observar las curvas concentracién sérica-tiempo que presentaron los 2
grupos a tos que se les administro la CsA en la fase aguda de la LTME. En el grupo que recibio
1a dosis de 5 mg/kp/dis, la concentracion del farmaco permanecié por arriba de los 0.275 ug/nd
durante Ias primeras 4 hrs (Cmax= 0.728 ug/mi). De las 6 a las 18 hrs, los niveles se
mantuvieron dentro del rango especificado (0.12 a 0.275 ug/mi), permaneciendo a partir de las
20 hrs pricticamente  por abajo de los 0.12 ug/ml . Por otra parte, ¢f grupo que recibié fa dosis
de 2.5 mgfkg/izhes presentd niveles de CsA deutro del rango cspecificado practivamiente
dusante las 24 brs del sepuimicnto. Dos hovas después de administrado cf fairmaco la Cmax
rebaso ligeramente los 0.275 ug/mi (Cmax= 0.302 ug/ml), sin embargo, 3 hrs despuds de
administrado el firmaco, los niveles disminuyeron pero se mantuvieron dentro del rango
especificado. Al aplicar la scgunde dosis, los niveles se clevan nuevamente pero sin rebasar los

0.275 ug/m] (Cmax= 0.220 ug/ml) munteniéndose dentro del rango hasta las 24 irs del

seguimiento,
5 300 1
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FIGURA 9. Concentracién de Ja CsA cn la fase sguda de la LTME  despuds de administrar
una dosis de  Smg/kg/dia (circulos) o 2.5 mg/kg/12hrs ( cuadros).

58



En ha figura 10 obscrvamos las curvas concentracion sérica -ticnpo  de los 2 grupos a los que se
les administro la CsA cn la fase sub aguda de la LTME. El grupo que tecibid la dosis de 10
mg/kg/dia, 6 hrs después de administrado ¢l firmaco presento niveles muy superiores a los 0.275
ug/ml (Cmax= 0.7 ug/ml), Estos niveles se mantuvieron por arriba de este rango hasta tas 20 hrs
del seguimiento. Por otra parte, el grupo que recibid la dosis de 5 mg/kg/12hes, presentd 2 hrs
después de la primera dosis una Cuix que rebasd ligeramente los 0.275 ug/ml (Cmax= 0.305
ug/ml), sin embargo, los niveles disminuyeron y s¢ mantuvicron dentro del rango establecido
durante las primeras 12 hrs del estudio. Al aplicar la segunda dosis los niveles también 1cbasaron
ligeramente los 0.275 ug/ml (Cmax= 0.309 ug/ml) para posteriormente disminuir y finalizar

dentro del rango cstablecido.

Concentracion de CsA ug/ml

) + + + {
0 6 12 13 p23
Tiempo (h)

FIGURA 10. Concentracion sérica de la CsA en Is fase sub aguda de la LTME  después de
administrar una dosis de 10 mg/kg/dia {circulos ) o 5 mg/kg/12hrs (cuadros).
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Finalmente en la figura 11 podemos observar la curva concentracién sérica-tiempo del grupo al
que s¢ le administré la CsA en la fase cronica de la LTME a una dosis de 5 mg/kg/12hrs.
También obscrvamos que la Crmax después de la primera dosis rebasa ligeraniente el rango
establecido (Cmax= 0,32 ug/ml) , sin embargo, los niveles disminuyeron hasta encontrarse
dentro del rango 12 hrs después de administrado el farmaco. Al aplicar la segunda dosis

observamos otra elevacion de los niveles que tarnbién reb el rango blecido (Cmax= 0.3

ug/ml) pero finalmente distninuyeron para mantenerse eu el rango al término del estudio.

800
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FIGURA 11. Concentracion sérica de la CsA en la fase cronica de la LTME después  de

administrar una dosis de 5 mg/kg/12hrs.



TERCER SERIE EXPERIMENTAL

En la figura 12 podemos observar que las ratas con LTME  que recibieron el esquema

depresor P on una mayor recuperacion motora de acuerdo a la escala de
Tarlov al comparailas con las ratas con LTME que no recibieron CsA . Dicha recuperacién la
podemos observar a partir del dia 40 pos lesion , aunque hasta el dia 79 alcanzan uma
diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05). Los 2 grupos de ratas sin LTME presentaron

un valor de 4 a lo largo de todo el experimento .

Grados de la escals de Tarlov

Dias pos lesion

FIGURA 12. Escala de Tarov en ratas con .TME con y sin tratamieato intumodepresor. Los
valores de la extremidad izquierda se sefialan con cuadres, y los de la derecha con circulos, Los
valores de los animales con tratamicnto inmunodepresor se muestran con simbolos vacios, y

aquellos de fos animales sin tratamiento inmunodepresor con simbolos llenos.

61



En la evaluacién del plano inclinado las ratas con LTME que recibieron el esquema
inmunodepresor mostraron también una mayor recuperacion motora en comparacién con aquellas
que no recibieron ¢l inmunodepresor, presentando diferencias estadisticamente significativas a
partir del dia 72 pos lesion en sus tres variantes (extremidad derecha, izquierda y posicién

vertical) (p< 0.01) ( ver figuras 13 y 14).

Grados

Dias pos lesion

FIGURA 13. Evaluacion del efecto de la inmunosupresion sobre la recuperacién de ratas con
LTME, medida por la prucba de plano inclinado ( posicidn vertical). Ratas sometidas a

llenos) y sin tr j (circulos vacios).

tratamiento inmunodepresor (ci
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FIGURA 14, Evsluacién del cfecto de In inmunosupresion sobre la recuperacién de ratas con

LTME, medida por la prucba de plano inclinado (extremidades). Ratas con tratamiento

). Se ev por

mmunodepresor (circulos y sombas) y sin tr i (cuadros y triang

separado la extremidad izquierda (rombes y tridugulas) y 1a derecha (circulos y cuadros).

Finalmente en la figura 15 podewmos observar que todas Ins ratas que recibieron el esquema
inmunodepresor presentaron positivo el reflejo de apoyo al final del seguimiento, mientras que
solo el 62% del grupo que no zeeibio Ja CsA preseatd positivo dicho reflejo. Ademis Ta
recuperacion fue mas ripids en las ratas inmunodeprimidas que en las que no recibieron

tratamiento, aicanzando una significancia estadistica a partir del dia 72 pos lesion (p= 0,005) ,
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Ratas con respuesta positiva

R-8-6-0-0-0-8-0-8-6——i—i—t—t———1
0 2 4 6 8 10 14 18 22 2 30 4 58 72 9%
Dias pos lesion

FIGURA 15. Evaluacién del efecto de la inmunodepresién sobre la recuperacién clfnica en ratas
con LTME, medidn por la prueba del reflejo de apoyo. Extremidad izquierda (cuadros),

exirernidad derecha (circulos). Ratas con tr

inmunodepresor (figuras vacias) y sin

tratamiento (figuras llenas),



DISCUSION
El SNC en  mamiferos presenta una minima capacidad de  regeneracion una vez
que ha sido dafiado ya sea por una lesidn traumitica o una  enfermedad de tipo infeccioso o
degencrativo. Los cambios degencrativos obscrvados en una gran cantidad de cnfermiedades,
incluyendo Ia enfermedad de Parkinson y de Alzheimer, asi como ¢l daflo producido por un
trauma a nivel cercbral o co médula  cspinal, son irreversibles. Aunque existen tratamientos de
tipo sintomstico, dichos desordenes son actualmeute incurables (Fuchs y Builard 1988).

Existen varios estudios en mode! imales, ¢ inclusive en humanos con algia tipo de desorden

neurologice (cnfermedad degencerativa o lesion traumatica) para los que sc trata  de encontrar
una medida terapéutica (Rier y cols. 1992, Madraza y cols. 1988).
En lo referente a la LTME existen varias lineas de investigacion en modelos experimentales,

acerca de la regeneracion del tejido neural dadado. Entre cllas tenemos la dedicada a evitar una

degeneracion mayor y promover la regeneracion, disminuyendo la respuesta auto i
desarrollada después de la LTME contra fos antigenos ncurales (Giulian y Robertson 1990,
Feringa y cols. 1975). Por otro lado existe otra linca dedicada a buscar la regeneracion mediante
Ia utilizacion de trasplantes en el drea de la iesion (Anderson  y cols. 1991, Rier y cols. 1992,
Grijalva y cols. 1994). Ambas lincas de investigacion offecen amplias perspectivas como
medidas terapéuticas en individuos con LTME, pero también en ambas sobresale como factor
impontante ¢l control adecuado dela RI

La CsA podria ser utilizada en modelos e inclusive. en un fituro, en pacientes con LTME, como
medida terapéutica para disminuir la scosibilizacidn del ST contra los antigenos del tejido neuraly
para inhibir la R1 inducida por tejidos trasplantados; sin embargo, en algunos estudios realizados

en modelos con LTME sc ha observado una I esion incompleta (Rier y cols. 1992) e

P

inclusive el rechazo de trasplantes llevados a cabo en médula espinal, cuando se¢ emplean fas
dosis de CsA (ijadas para trasplantes intracercbrales (10 mg/kg/dia) (Anderson y cols. 1991).
Para que Ia CsA Hleve a cabo en forma eficaz su efecto  inmunodepresor, se deben mantener

concentraciones  circulantes dentro  del rango considerado como  terapéutico.  Las
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concentraciones por abajo del rango terapéutico pucden no ser efectivas mientras que las
concentraciones por arriba del rango, pueden causar toxicidad (Borel 1991).
La LTME en fase cronica en ¢! humano, altera la biodisponibilidad de otras drogas como Ia

e

teofiiina, Ia dicl g icina, ¢l acetaminofén y la vitaniina K  Segal y cols. 1985A,

Segal ycols. 1986B, Segal y Brunnemaan 1989, Gilman y cols. 1993, Segal y cols. 19864,
Segal y cols. 1988, Halstead y Feldman 1985, Hachen y cols. 1974), y este puede ser el caso
de un gran ndmero de farmacos, sin embargo dicha posibilidad no es investigada
sistemfticamente.

Nuestros resultados  demuestran que la LTME modifica In  biodisponibilidad de Ja CsA. En

general se suponc que, si un determinado estado patologico origina modificaciones ca la

46

iones son simil independi de Ia

biodisponibilidad de una droga, dichas 1
via de administracién, como se puede observar cn los casos de insuficiencia renal y hepitica
(Gibaldi y Perrier 1989); sin  embargo este no fue el caso para la CsA en nuestro modelo de
LTME. Cuando este fiirmaco fuc administrado por Ia via oral, su biodisponibilidad disminuyé

en forma importante, mientras que, cuando s¢  administrd por la via IP  1a biodisponibilidad

6 un gran >, Cabe 1 que estas al iones de Ia biodisponibilidad dc 1a

|2
CsA parecen  scr tramsitorias ya que cn fos amjmales con LTME en fasc cronica la

biodisponibilidad tiende & recuperar los valores de control. En este estudio utilizamos como

I omia. Las raci de CsA obscervadas en estos

testigos a ratas sometidas solo a

animales fireron similares o las reportadas por otros autores cn  ratas intactas (Wassef y cols.
1985). Cuando se administrd Ia CsA por la via orsl en Izs ratas con LTME en fase aguda, sc
observd una gran disminucion en la biodisponibilidad evaluada mediante Ia Cmax y ¢l AUC,
sugiriendo que existié una reduccién e la absorcion de la CsA (Mattok 1988). La LTME en

humanos como en animales origina severas alteraci en los i deh is y de

autorregulacion neurologica, mediados por el sistema nervioso aurGnomo (Fealey y cols. 1984,
Johansson y cols. 1968, Johansson y Langston 1964). La desconcccion del sisterna simpitico

toracolumbar, de los centros nerviosos superiores origina hipotension orntostatica, incapacidad
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para la termoregulacion y propension para desarrollar hiperreflexia  autonémica (actividad
simpdtica esplicnica excesiva) entre otras alteraciones (Fealey y cols. 1984). Algunos estudios
han mostrado que Ia hiperreflexia autonomica es capaz de originar un retardo en el vaciamiento
gistrico ul inhibir Ja motilidad de la regién distal det antro (Fealey y cols. 1984) y mis atin,
puede originar unn gran vasoconstriccion a nivel renal e intestinal (Jobansson y Langston 1964).
La inervacion simpdtica del tracto gastrointestingl s origina en la médula espinal a nivel T5-T10
(Fealey ycols, 1984). En este trabajo cl nivel de Ia médula espinal fesionado fue T8, por tanto,
la lesién pudo haber originado la liberacion de los centros simpaticos medulares distates al sitio
de la lesion dando lugar entonces al desarrollo de la hiperreflexia autondmica. misma que al
provocar vasoconstriccion a nivel intestinal, podria estar involucrada en la disminucién de fa
absorcion de la CsA en ¢l tracto pastrointestinal. La CsA difunde a través de la pared intestinal
para ilegar a Ia circulacion en los vasos intestinales, siguiendo un gradiente de concentracion. Una

vasoconstriccién intensa, disminuird en forma importante 1a superficic de absorcitn capilar y en

la velocidad de absorcién. Por otra parte la reduccion del flujo podria retardar la
distribucion del farmace hacia la circulacidn sistémica. También el retardo en el vaciamiento
gistrico  secundario a la hiperreflexia autonémica, puede jugar un papel importante en la
disminucion de ia absorcidn de 1a CsA (Segal y cols. 1085A) pues la absorcion de esta droga se
Heva a cabo principalmente ¢n la primera porcion del intestino deigado (Kahian  1989).
En forma contraria a lo observado cn los animales con CsA administrada por la via oral, la
biodisponibilidad de la CsA administrada por la via IP presento valores  significativamente
mayores en las ratag con LTME en fase aguda. La eliminacion de la CsA se lleva a cabo en su
mayor proporcion luego de su biotransformacién en el higado (Kahan 1989). La vasoconstriccitn

esplicnica observada en la LTME como consccuencia del fendmeno de hiperreflexia autonomica,

di i6n cn el flujo ineo hepatico (Johansson y Langston 1964),

origing una gran g
dicha disminucion en ¢l flujo, pucde originar en primer lugar, que todos los vasos sanguineos en
el higedo no proporcionen la misma exposicién de In droga a las células hepaticas es decir, el

patrén de distribucion del flujo sanguineo cambia y por tanto puede reducirse la cantidad del
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farmaco que puede ser biotransformado por unidad de ticipo, esto pucde estar originando que en
1as ratas con LTME en fase aguda, Ia Cmax sea mayor y se alcance en un mienor tiempo que en
las ratas en fase crénica y las ratas sin LTME, ya que wuna vez que ¢l firmaco ingresa a la
circulacidn es susceptible de ser biotransformado, y la concentracion depende en gran niedida de
ia velocidad en que los procesos de absorcion, biotransformacién y climinacién se Hleven a cabo, al
estar disminuida 1a biotransformacion, la Cmax puede aumentar y alcanzarse cn un menor tiempo.
En segundo lugar, una disminucién en el flujo sanguinco puede producir anoxia, fa cual a su vez
puede afectar la actividnd hepatocelular y por lo tanto Ja climinacion de farmacos como la CsA
cuya via de eliminacion principal es 1a hepitica (Rowland y Tozer 1989). El retardo evidente en

la caida de la curva concentracién sérica-tiempo y la disminucion en la Kel, que apoyan la

hipétesis de una di ion en {2 climinacion de 1a CsA en 1a LTME. Sin embargo, el aumesto

observado en la Cmax podria también deberse 8 un aumento en Ia absorcién del farmaco. Dicho
aumento a nivel peritoncal solo podria originarse por un apmemto en Ja superficie de absorcion
(vasodilatacién). De tal modo que, si estos sucediera podriamos decir que el fenomeno de
hiperreflexia autondmica en la region esplacnica, no se presenta en forma uniforme, de tal forma
que algunos vasos (vasas de la cavidad peritoneal) sc cncuentren dilatados y esto contribuys a

ut aumento en la superficie de absorcién.

Las alteraciones observadas en la biodisponibilidad de la CsA en nuestro modelo experimental de
LTME pueden ser originadas cutonces, por uma excesiva actividad simpdtica csplicnica
(hiperreflexia autondémica) secundaria a una falta de regulacién de la misma por los centros
superiores (ver figura 16). Aunque en humanos este fendémeno solo ha sido descrito en a fase
crénica de la LTME (Fealey y cols. 1984), en animales se describio también en I fasc aguda
(Johansson y cols. 1968, Johansson y Langston 1964). Con los resultados observados en cste
trabajo podriamos suponer que el fendmeno de hiperreflexia autondmica en la fase aguda de la
LTME se presenta cn su maxima expresion y que conforme pasa el tiempo, tiende a disminuir sin

Hegar a su total normalizacién 7 d és de la LIME. Esto explicaria en parte las

v
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difecencias encontradas catre las ratas con LTME en fase aguda y las observadas para Jas ratas en
fase cromica. Las alteraciones obscrvadas en  c¢ste estudio pueden deberse al fenomeno de
hiperreflexia, sio  embargo no podewmos exchiir Ia posibilidad de que estén involucra dos otros
mecanismos en las modificaciones observadas, Hachen y cols. por ejemplo observaron que en
pacientes con LTME en fase aguda, ests disminuida temporalmente la absorcion intestinal de
sustancias liposolubles como la vitamina K (Hachen y cols. 1974}, La CsA es un firmaco
lipofilico (Kakan 1989), y por tal motivo, podria estar disminuida su absorcidn  cuando
es administrads por la via oral, en cambio este mecanismo no influiria en las caracteristicas
de la biodisponibilidad luego de Ia administracién IP. Por otra parte, Ia CsA es capaz por

si  misma, de alterar Jos  mecanismos de  contraccion del amisculo liso y de esta forma

I iar una respuesta vasoconstrictora (Rego  y cols. 1990) misma que también podria estar

contribuyendo a Ins alieraciones observadas en este estudio,
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FIGURA 16. Modelo propuesto para explicar las afteraciones abservadas en In biodisponibilidad
ge Ia CsA en ratas con LTME, La excesiva actividad simpatica esplicnica (hiperreflexia

autondmica) observada despuds de una LTME, podria estar osiginando dichas alteraciones,
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Finalmente, los resultados del primer experimento muestran que la LTME wmodifica Ia
biodisponibilidad de la CsA, probablemente debido a  una disminucién tanto en la
biotransformacion y eliminacion del firmaco como enla absorcion gastrointestinal del mismo.
Cuando Ia CsA es administrada por la via IP se pueden obtener concentraciones séricas muy

altas originadas por una eliminacion disminuida, Por otra parte, do Ia CsA es administrada

por la via oral, existe una reduccion significativa en la absorcion, misma que, anula el efecto

producido por In mala climinacién, y como resultado, los niveles circulantes son bajos.

F)

De acuerdo a los resultados obtenidos, que Ia CsA administrada por la via oral no

dehe ser utilizada en la fase aguda de la LTME mientras que en el caso de utilizar [a via IP
deben aplicarse dosis menores a fos 10mg/kg. Por tal motivo al realizar el segundo cxperimento,
en la fase aguda probamos 12 dosis de S5mg/kg/dia y la de 2.5 mg/kg/dia administradas porla via
IP. En cl primer caso 2 concentracion del firmaco por una parte alcanzo niveles muy superiores
a la concentracion maxima tolerada lo cual pucde originar un alto riesgo de toxicidad (Ryffel y
Cols. 1988). Por otra parte, al final de! estudio los niveles se presentaron por sbajo de la
concentracidén minima efectiva, originando asi la posibilidad de que cl efecto terapéutico no se
mantenga, Cuando s¢ dividié la dosis para administrarse cada 12 hrs (2.5mg/kg/12his), los
niveles de CsA se mantuvieron dentro del rango de los 0.12 2 0.275 vg/m] durante las 24 hrs del
dia, manteniendo asi un probable efecto terapéutico y disminuyendo los afectos toxicos.

Por otra parte, tomando en consideracién que 48 a 72 hrs después de la LTME cmpieza a
desaparecer Ia ctapa de choque medular (Noback y Demarest 1980) y suponiendo que el
fendmeno de hiperreflexia autondmica disminuye despuds de la fase aguda; durante la fasc sub
aguda se administré el farmaco por la vis oral tambiéa con 2 esquemas diferentes. La dosis
protocolaria de 10mg/kg/dia origind niveles de CsA nmy por amriba de los 0.275 ug/ml durante
un gran lapso de tiempo; sin embargo, cuando se dividié la dosis para administrarse cada 12 hrs
(Smg/kg/12hrs), los niveles sc mantuvieron 1a mayor parte del ticmpo dentro del rango (0.12 a
0.275 ug/ml). Esta dosis permitié también mantener los niveles dentro del rango durante la fase

cronica de ln LTME,
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De acuerdo con estos resultados, podemos considerar que 1a administracién de 2.5mg/kg/12hrs
por 1a via IP durante la fase aguda y de 5Smg/kg/12hrs por la via oral desde la fase sub aguda
hasta la cronica de la LTME en ratas, constituye un esquema inmunodepresor racionnl y
probablemente  cfectivo para mantener niveles de CsA dentro del rango considerado como

ventana terapéutica en el humano.

Un tratamiento inmunodepresor ¢s un factor de riesgo para el establecimiento de infecciones, que
pueden incluso ocasionar la muerte. Feringa y col. (1975), realizaron un estudio en ¢l que
utilizaron como inmustodepresor una mezela de azatioprina, hidrocortisona y suero anti-linfocitos.
Al final del seguimiento pricticamente ¢l 50% de las ratas habian muerto, En el mismo estmdio
administraron también ciclofosfarnida y azatioprina por separado  a otros grupos de ratas con
lesién de la médula espinal; sin embargo, aunque en estos casos la mortalidad disminuyd (40 a
50%), no reportd regencracion eu la médula cspinal.

Ademis del efecto inmminodepresor, se ha demostrado la gran toxicidad que puede llegar a tener
1a CgA, sobre todo a nivel renal, cuando se administra por grandes periodos (Kahan y cols. 1989).
En relacién a lo anterior, observaciones realizadas en nuestro laboratorio mostraron que al
mmunodeprimir a las ratas con LTME desde el inicio hasta cl final del scguimiento con s dosis
protocolaria de 10mg/kg/dia, ¢l 80% dc los animales morian por problemas secundarios a
procesos infeccinsos o problemas de nefrotoxicidad, o ambos. En contraste, bajo el esquema de la
tercera scrie experimental de este estudio el 90% de los animales sobrevivieron sin problemss de
tipo infeccioso agregados hasta ¢l final del seguimiento (90 dias), lo que apoys este esquema
como el mas adecuado.

En relacion a Ia recuperacion clinica, observamos que las ratas con LTME que recibieron cl

esquema depresor p on una mayor y mas rapida recuperacién clinica en

coruparacion con la que presentaron las ratas que solo recibieron el vehiculo. Dicha recuperacién
clinica pudo deberse al efecto innunodepresor de ta CsA lo que estaria de acuerdo con nuestra
hipétesis inicial sobre la falta de regeneracién de la médula espinal después de una lesion

traumitica. Al inhibir la respuesta inmune contra los antigenos ncurales, originamos un medio
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propicio para I8 regeneracion, lo que podria entonces originar una recuperacion clinica. Feringa y

cols. (1975) diante estudios clectrofisiologicos demostraron  la regeneracién  de tractos

motores de la médula cspinal después de una lesion en ratas somctidas a un tratamicnto

depresor, En la p tesis se repotta 1a recuperarion clinica de ratas con LTME que

fueron etid bién a un i i dey , lo que podria indicar que el

tratamiento inmunodepresor oigind un medio propicio para fa regeneracién después de Ja lesion,
Estudios realizados en nuestro laboratorio (datos aitn no publicados) lian mosirado que ! aio
después de [n LTME existe remiclinizacién y formacion de colaterales en ¢l sitio de la lesion, sin

embargo este proceso de restauracion no ha side suficiente para provocar wna recuperacion

clinica aceptable. Al disminuir la resp i pod estar osiginando el medio propici
para que tanto ¢f proceso de remielinizacion como ¢ de formacion de colaterales se Hove a cabo

en mejor forma y esto se haga evidente en Ia recuperacion clinics de nucstro modelo de LTME.

Sin embargo, esto deberk barse cou experi disefiados ad foc. Por el momento sdlo

L

1
4 {2

podemos decir que el clegido f: i6 18 recuperacion clinica y

dismizuy6 1a mortalidad de las ratas con LTME.

En la presente tesis presemtamos use posible altemativa al problema que representa fa
administracién  de un inmunodepresor como la CsA  por grandes periodos en modelos
experimentales de LTME, pero ademés, presentamos una posible alternativa a la fala de

regeneracién de la médula espival después de ung LTME.
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CONCLUSIONES

1. La biodisponibilidad de In CsA en ratas con LTME se encuentra alterada y dicha alteracion
depende en gran medida de 1a via de administracion y de 1a fase de la ETME.

2. En las ratas con LTME cn fase aguda: a) cuando la CsA se administra por la viz oral, la
biodisponibilidad disminuye significativamente y b) cuando se administra por la via IP, la

biodi ibilidad se i en relacién con las ratas testigo.

P

3. En las ratas con LTME en fase cronica la biodisponibilidad de 1a CsA administrada tanto por
la via oral como por la via IP, es muy similar a 12 observada en las ratas sin LTME.

4. A partir de Ias 72 hrs pos lesion, la biodisponibilidad de Ia CsA tiende a recuperarse.

5. La Administracion de 2.5 mg/kg/12hrs por la via IP durante la fase aguda y de 5 mg/kg/12hrs
por la via oral desde la fase sub aguda hasta 1a fase cronica de la LTME en ratas, manticne los
niveles de CsA dentro del rango considerado como ventana terapéutica en ¢l humano.

6. La aplicacion del esquema inmunodepresor antes

q

tuvo un efecto positivo sobre la
sobrevida y 1a recuperacion clinica de ratas con LTME.
7. La falta de regencracién de la médula espinal después dc uns lesion pucde deberse a la

presencia de una respuesta autoinnne que interfiere con la remielinizacion.
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PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

1. Deberd  analizarse cl efecto directo del esquema inmunodepresor utilizado en este trabajo,

sobre 1 respuesta inmune contra antigenos neurales.

2. Debera analizarse desde un punto de vista clectrofisiologico, morfolégico y clinico el efecto
directo dela s depresién sobre 1a reg ion de 1a médula espinal.
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APENDICE

CONCEPTOS GENERALES SOBRE FARMACOCINETICA

Para que una droga lleve a cabo su efecto terapéutico, ésta debe ingresar a la circulacion
y llegar en cantidad  suficiente a las células blanco donde sus moléculas se combinan con
receptores especificos. Entre el ticmpo de administrscion de una droga y su accitn, se llevan a
cabo varios procesos farmacocinéticos y farmacodinamicos. Los procesos farmacocinéticos
incluyen la absorcion de la droga desde el sitio de su aplicacion, la distribucion de ésta en los
diversos tejidos, su biotransformacién o metabolismo y su climinacion. La inagnitud y la
intensidad con que se lleven a cobo dichos procesos farmacocinéticos determina la  concentracion

de la droga en ¢l plasma y los tejidos durante ¢l tiempo que aquella permancee en cl organismo.

Los procesos farmacodindmices se r con Ja interaccién entre la droga y su receptor
que es 1a que a fin de cuentas da lugar al o los efectos farmacologicos, La magnitud del efecto es
determinada en gran parte por la concentracion de la droga en sus sitios receptores (Wartak

1983),

Absorcion de las drogas

La absorcion de¢ un farmaco es el proceso mediante el cual la  droga pasa del sitio de
administracion al plasma sangufneo. Sus caracteristicas estin determinadas por la via de
administracién, la dosificacién y las propied ades fisico-quimicas del firmaco. Cuando un farmaco
se administea via intravenosa pasa cn forma directa a Ia circulacion. Cuando se administra por la
via intramuscular, subcutinea o intraperitoneal la cantidad de firmaco que llega a la circulacion
depende det flujo sanguinco local, de la proporcion de Ia droga que no se encucntra fonizads y
del pH del liquido extracelular.

Cuando un firmaco es administrado por la via oral, la absorcion s determinada por las

caracteristicas fisicoquimicas de Ia droga, la magnitud de su ionizacién en el pH de las diferentes
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porciones del tubo digestivo, In presencia de  alimentos en el estomago, la motilidad

4 .

gastrointestinal, el flujo 1 téricn, 1a

racion de otras drogas y cf
vaciamiento gdstrico (Wartak 1983). Los mecanismos generales de traslocacion de firmncos
al través de Ias membranas celulares que operan en los procesos de absorcion, distribucion y
eliminaciéon en orden de importancia son: a) difasidn pasiva, b) transporte por conduccién o
transferencia, ¢) transporte activo, d) transporte facilitado, ¢) transporte idnico y f) pinocitosis
(Ritschel 1980).

La difusion pasiva ¢s el transporte a través de una membrana permeable al firmaco y depende de
la magnitud de un gradiente de concentracion, de la liposolubilidad de la droga y del grosor de la
membrana; el transporte por conduccidn es el paso de la droga a través de poros membranales y

entre ¢f vol de la molécula de la

depende de la naturaleza de 1a carga cléctrica, de la
droga y el didmetro del poro membranal , del grosor de la membrana y el niimero de poros; el
transpotte activo por otra parte, utiliza energia pues sc da en contra de pradientes de
concentracion, cada droga o grupo de drogas necesita un acarreador especifico (enzima u otro
tipo de proteinas) al cual se une por medio de un receptor; el transporte facilitado se lleva a cabo
de igual forma que el transporte activo solo que e este caso no va encontra de un gradiente de
concentracion; el transporte idnico se ileva a cabo en drogas altamente idnicas mismas que
forman comﬂcjos electroguimicos neutrales al unisse con cationes y de csta forma atraviesan la
membrana por difusion pasiva; fisalmente la pinocitosis s el 1inico mecanismo de transporte
donde 1a droga no requicre estar en solucion acuosa y donde se pucden absorber pricticamente
particulas. Este mecanismo es comparable al de la fagocitosis donde la membrana engloba ¢
introduce la particula (Ritschel 1980).

Biodisponibilidad de los fdrmacos

El término biodisponibilidad se refiere a la fraccién de la dosis de una droga que ingresa a la

irculacion. Puede ser rep da por Ia concentracion mixima (Cmax) y el area bajo {a curva

(AUC del inglés Area Under the Curve). La Cmax es la concentracion plasmitica mds alta que

g



alcanza una droga después de haber sido administrada mientras que el AUC es una formia de
medir la cantidad de droga absorbida y que se encuentra en la circulacion, se calcula realizando

N P

un andlisis grafico de la curva racion |

po en un papel semilogaritmico. La
biodispouibilidad de una droga depende en  gran parte de la absorcién y In eliminacion de Ia

misma. Una  absorcién disminuida origina unn menor biodisponibilidad, una liminacién

disminuida origina una mayor biodisponibilidad (Ritschel 1980, Wartak 1983).

Distribucion de los farmacos

Cuando una droga ingresa a 1a circulacion es rapidamente diluida y transportada por ef plasma a
vdrios tcjidos del organismo, Algunas moléculas de la droge quedan disuellas en el plasma y
otras s¢ unen a proteinas plasmaticas y a los eritrocitos. Solo las moléculas libres pueden ser
llevadas a los diferentes tejidos donde cjercerian  su efecto farmacolégico. Una vez que el
firmace s¢ encuentra en Ia circulacion se lleva a cabo una distribucion y redistribucién continuas
hasta que la droga cs finalmente climinada. La distribucién va a depender de Ins propicdades
fisicoquimicas del firmaco, del flujo sanguinco regional, de la unién del firmaco a las proteinas

plasmiticas, de las caracteristicas anatémicas de la membrana cefular (Wartak 1983),

Volumen de distribucién

Esta constituido por el o los compartimentos hacia los cuales el farmaco se difunde. El volumen

de distribucién estd determinado por el grado de hidro o liposolubilidad del firmaco, la capacidad

de cstc mismo para unirse a las proteinas del plasma y los tcjidos y las caracteristicas

fisicoquimicas de los tcjidos (Wartak 1983).
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Biotransformacidn de los farmacas

La mayoria de las drogas se biotransforman en el higado y solo unas cuantas en otros érganos
(pared intestinal, riidn, pulmones). Dicha biotransformacion se lleva a cabo mediante reacciones

que incluyen oxidacion, reduccién, hidrolisis y conjugacién mismas que originan uba seric de

metabolitos que, aunque no cn todos los casos, son menos capaces de ser captados en los tejidos
y de penctrar las membranas celulares, Esta biotransformacion por lo general inactiva a la droga
aunque en ocasioncs puede transformaria en otra forma activa. La biotrensformacion es

importante para que el finmaco no permanezca por tiempo indefinido en el organismo. La

P o Anfe

actividad  metabdlica de un fairmaco sc ve de tipo  genético

por

P

(deficiencias de enzimas especificas), modificact del f i de los érganos

involucrados en la biotransformacién ¢ interacciones de otras drogas (Wartak 1983).

o . sn de las fi

Las mayor parte de los firmacos y sus metabolitos son elimuinados en Ia orina, algunos otros son
eliminados en 1a bilis. Las Firmacos volitiles son eliminadas principalmente por los pulmones. La
magnitud de 1a eliminacidn de un firmaco va a depender en gran medida de la relacién firmaco

iotizado/ firmaco no fonizedo pH urinario. Los firmacos que s¢ encuenttan muy ionizados y en

muy liposolubles son ficil liminados. Cuando cl pH urinario es alcalino
aumenta la eliminacion de farmacos dcidas mientras que cuando es acido aumenta la eliminacion

de firmacos basicas (Wartak 1983).

ESTA TESIS MO DEBE
SAUR BE 1A BIBLIGTECA
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Seleccion de la dosis de acuerdo a las variables farmacocinéticas.

Para que un fimaco Heve a cabo su efecto terapéutico, es necesario que la biodisponibilidad del
mismo s¢ encuentre dentro del rango considerado como "ventana terapéntica” (rango en ct cual
un de* .inado firmaco ejerce su efecto terapéutico sin producir reacciones adversas ni
toxicidad; éste va de la concentracién minima efectiva a la concentracion mixima toleraia)
{Wartak 1986), pues cuando se encuentra dentro del rango terapéutico, pucde ser toxico para el
individuo y cuando la encontramos por abajo del rango, pierde su efectividad terapéutica. El
cilculo de Ia dosis debe basarse en In relacion lineal cntre la dosis y la concentracidn plasmatica

del farmaco.
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