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RESUMEN
Aunque los resultados de algunos estudios sugieren la participacion del sistema inmunologico
como factor inhibidor de la regeneracion y promotor de un mayor dafio en la médula espinal (ME),
actualmente, existe ain controversia al respecto. A la fecha, no se ha demostrado en forma precisa
y reproducible la existencia de una respuesta autoinmune contra los constituyentes de la ME
después de una lesion traumatica (LTME). Por otra parte, tampoco se ha demostrado el efecto que
pueda tener un lratamiento inmunosupresor sobre dicha respuesta y sobre los cambios
morfofuncionales de animales con LTME. Los objetivos de este trabajo fueron para identificar una
respuesta celular especifica contra constituyentes de la ME en modelos con LTME.
Posteriormente, se procedid a determinar el efecto de la inmunosupresion sobre la respuesta celular
especifica y sobre los cambios morfofuncionales de animales con LTME. Para tal efecto se
utilizaron ratas hembras de la cepa Fischer 344, adultas. Dos grupos experimentales fueron
sometidos a una lesién por compresién de la ME y 2 testigo fueron sometidos solo al
procedimiento quirurgico (PQ) sin lesionar la ME. Uno de los grupos experimentales y otro de los
testigo, recibieron un tratamiento con ciclosporina-A (CsA) durante todo el seguimiento bajo un
esquema preestablecido, mientras que los animales de los grupos restantes recibieron solo ¢l
vehiculo de la CsA bajo el mismo esquema. En todos los grupos se realizaron estudios de:
proliferacion de linfocitos a un extracto crudo de médula espinal. morfometria del tejido medular
preservado después de la LTME o PQ, determinacién morfométrica del indice de mielinizacion de
los axones en el epicentro de la lesion y evaluacion clinica. Todas las evaluaciones se realizaron a
los 15, 45 y 90 dias después de la LTME o PQ. Se identifico una respuesta celular especifica contra
constituyentes de la médula espinal en los animales con LTME sin tratamiento con CsA sobre todo
a los 15 y 45 dias, aunque no se observo a los 90 dias poslesion. Dicha respuesta no fue
identificada en los animales con LTME vy tratamiento con CsA y tampoco en las ratas de los
grupos testigo (sin LTME). Por otra parte los animales con LTME tratados con CsA presentaron
una mayor preservacion del tejido medular en la zona de lesion con respecto a las ratas con LTME

no tratadas. més aan, en los estudios morfométricos dirigidos a evaluar el indice de mielimzacion de
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los axones en la zona del epicentro, los animales lesionados que recibteron CsA, presentaron una
menor desmielinizacion y una mayor remielinizacién, durante el seguimiento, datos que fueron
significativamente diferentes a los de las ratas lesionadas sin tratamiento con CsA. Por otro lado, al
realizar el analisis del diametro axonal, se observé una cantidad de colaterales axonicas (axones con
diametro menor a 0.5um) que fue significativamente mayor en los animales lesionados que
recibieron CsA con respecto a los lesionados sin tratamiento. Finalmente, las pruebas de evaluacion
clinica, demostraron una recuperacion de la funcion motora que fue significativamente mayor en
los animales lesionados con tratamiento inmunosupresor con respecto a los lesionados no
inmunosuprimidos. Estos resuitados demuestran la existencia de una respuesta celular especifica
contra constituyentes de la médula espinal después de una LTME, dicha respuesta puede ser
inhibida al proporcionar un tratamiento con CsA. Ademas sugieren, que fa inmunosupresion
disminuye la desmielinizacion, incrementa la remielinizacién y promueve el nimero de colaterales

axonicas.




ABSTRACT

Although some studies have suggested a role of the immune system on spinal cord (SC) regeneration
inhibition and neural tissue damage after injury, there is still a great controversy about this matter. Neither
the presence of an autoimmune response against SC constituents, nor a positive effect of immunosupressive
therapy on such autoimmune response after injury has been demonstrated. In order to identify a specific
lymphocyte response against SC constituents after injury and to evaluate the effect of immunosupression on
such specific lymphocyte response as well as on  morphological and clinical aspects of SC injured animals,
four groups of Fischer 344 female adult rats were studied. Two groups (experimental groups) were subjected
o SC compression, while another 2 (control groups) were subjected only o Laimtnectomy  withoul
compression. Animals of one experimental and one control groups, received cyclosporin-A (CsA) therapy.
while rats of the other two groups received the CsA vehicle only. In all the groups, studies of lymphocyte
proliferation against a crude SC extract, morphometric analysis of SC tissue preservation after injury.
morphometric analysis of the myclination index of preserved axons at the epicenter of the lesion and climical
evaluation were performed. All studies were done at 15, 45 and 90 days after SC injury or laminectomy. A
specific lymphocyte response against SC antigens was found in untreated SC injured rats. This response was
observed at 15 and 45 but not at 90 days afier SC compression. SC injured animals with CsA treatment and
control groups. did not respond to SC antigens. On the other hand, SC injured rats treated with CsA,
exhibited a better preservation of SC tissue in comparison with untreated animals. The myelinization index
showed a higher number of myelinated axons and a lower number of demyelinated axons from 15 to 90 days
after lesion in the SC injured rats with CsA treatment. as compared to untreated animals. Furthermore, SC
injured animals with CsA treatment, had a significant increase in the number of axonal fibers of 1.5 pm or
smaller diameter between 45 to 90 dave after lesian (thees conld be newdy Sormed sollatenal aavie). Diaiiy.
the clinical evaluation demonstrated a significant improvement of motor recovery of the SC imyured rats
trcated with CsA. when compared to the untreated group. These results demonstrate the existence of an
immune response against SC constituents after injury, which can be inhibited by cyclosporin-A treatment,
Furthermore, it is suggested that CsA treatment, diminishes the demyelination process. promotes  better

remyclination and plasticity phenomena and increases clinical improvement of SC injured rats.




INTRODUCCION

La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) en los seres humanos suele dejar graves secuelas
neuroldgicas; no solo se asocia con paraplejia sino que también involucra la alteracion de varias
funciones somaticas y autonomicas (Das y cols. 1989), originando una serie de alteraciones a nivel
sistémico que rompen con la homeostasis del organismo. Después de producirse una lesion medular
mecénica (lesidn primaria), en adicién al dafio traumatico per se, se desencadena una cascada de
mecanismos autodestructivos (lesidén secundaria) que contribuyen a una mayor destruccion del
parénquima medular. Finalmente, persiste un proceso neurodegenerativo cronico, con la posible
participacion de una respuesta de tipo autoinmune (Goodkin y Campbell 1969, Lemke y cols.
1987). En esta tesis se analizard la presencia de una respuesta celular especifica contra
constituyentes de la ME y se evaluara el efecto de la inmunosupresion sobre la preservacion del
tejido medular, la desmielinizacion axonal, la formacion de colaterales axonicas y sobre la

recuperacion clinica de animales con LTME.

ANTECEDENTES

Aspectos Fisiopatologicos de 1a Lesién traumitica de la Médula Espinal

Después de producir una LTME, el dafio no queda confinado exclusivamente al sitio de la lesion
original, con el paso del tiempo también se produce destruccion del parénquima medular contiguo,
asi como destrucciéon o atrofia de algunas neuronas distantes a la zona de lesién (Feringa y cols.

1983; Feringa vy cols. 1988; Goodkin y Campbell JB 1969).

El periodo de latencia relativamente largo entre el momento de la lesion y el desarrollo de necrosis
maxima, permite diferenciar los eventos de la LTME en "primarios" y "secundarios". Los eventos
primarios son el resultado directo del trauma inicial y varian de acuerdo al tipo e intensidad del

mismo, mientras que la lesion secundaria es la producida por una secuencia de eventos deletéreos



que siguen a la lesién primaria y que conllevan a un grado mucho mayor de necrosis parenquimal
(Goodkin y Campbelt JB 1969; Kao y cols. 1977)

Diferentes grupos de investigadores han generado datos que sugieren diversos mecanismos
"secundarios” como responsables del daiio final en la LTME, entre los que se pueden mencionar la
desregulacion idnica, la produccion de radicales libres y peroxidacion de lipidos, la isquemia, la
liberacion de enzimas liticas, ta acidosis y la liberacion de neurotransmisores con efecto toxico
(Lemke y cols. 1987; Faden y Simon 1988; Hall y cols. 1989; Balentine y cols. 1978.). Entre
toda esta serie de fendomenos autodestructivos, la respuesta inflamatoria juega un papel muy
importante ya que muchas de las células inflamatorias permanecen en el sitio de la lesion mucho
tiempo después de haber ingerido productos de degeneracion: siete dias después de la lesion, los
macréfagos constituyen el 30% del volumen del area lesionada (Blight 1985). Estos macrofagos
activados secretan una gran cantidad de sustancias dafiinas algunas de las cuales estan involucradas
en la desmielinizacion de origen autoinmune (Blight 1985). Finalmente, persiste un proceso tardio,
denominado neurodegenerativo cronico. con la posible participacion de una respuesta deleterea

autoinmune de tipo especifico ( Mizrachi y cols 1983, Palladini y cols. 1987).

Aspectos inmunolégicos de la lesién traumatica de 1a médula espinal
La falta de regeneracion del sistema nervioso central (SNC) en mamiferos ha sido desde hace
mucho tiempo objeto de estudio. Algunas hipdtesis tratan de explicar el motivo principal de esta
falta de regeneracion (Willenborg y cots. 1977):

1. Los axones centrales no se regeneran porque son incapaces de penetrar la cicatriz ghal y la
colagena producida en el sitio de lesion.

2. El SNC de mamiferos adultos carece de células gliales indiferenciadas por lo cual no existe un
sustrato para el crecimiento axonal.

3. Existe un mecanismo inhibidor de sustratos en el SNC adulto (materia blanca). originado por
la unién de proteinas de superficie en la membrana de oligodendrocitos, asi como en sus producios

mielinicos.




4. Después de una lesion, el crecimiento axonal es inhibido por mecanismos inmunologicos
dirigidos contra los antigenos del SNC.
En relacién a la ditima hipotesis, varios estudios han demostrado que en algunas especies de
animales vertebrados, entre ellas anfibios (urodelos) y reptiles (lagartos) (Norlander y Singer
1978), asi como en fetos y en algunos neonatos de mamiferos, hay regeneracion del SNC (Berry
1974, Feringa vy cols. 1975). En tales casos existe una incompetencia relativa del sistema
inmunolégico (SI) (Willenborg y cols. 1977) lo que podria estar confiriendo ventajas para dicha
regeneracion,
Durante el desarrollo embrionario los vasos sanguineos del SNC adquieren una caracteristica
diferente a los del resto del organismo: se forma la barrera hematoencefalica (BHE) que impide a
las células del SI reconocer como propios a muchos de los antigenos neurales (Lampson 1987).
Tradicionalmente se ha considerado al SNC como inmunolégicamente privilegiado y existen
hallazgos clinicos que apoyan esta idea tales como el patron de crecimiento poco usual de los virus,
el crecimiento agresivo de los tumores neurales y la viabilidad prolongada de los trasplantes
neurales (Lampson 1987). Dicho privilegio inmunologico se ha atribuido al SNC por: | La
existencta de la BHE que por las uniones fuertes existentes entre las células endoteliales y las
prolongaciones astrociticas impiden el paso de inmunoglobulinas, inmunomoduladores de gran
tamafio y células inmunocompetentes en general (Rapaport 1976). 2. El SNC carece de un
drenaje linfatico convencional por lo que. se subone. estid imnedidn el tranceorte do oo antizino,
neurales a los organos hinfoides. 3. En condiciones normales las células neurales (neuronas y
células ghales) aparentemente no expresan moléculas del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC. de las siglas en inglés Major Histocompatibility Complex) clase [ y
clase 1, de tal forma que, las células neurales en cierto modo quedan protegidas de la respuesta
inmunologica celular (RIC) de tipo celular (Wekerle y cols. 1986). Los conceptos antes
mencionados no son absolutos, ya que por ejemplo, la BHE deja algunas areas libres en los 6rganos
periventriculares, los antigenos pueden ser acarreados a los érganos linfoides a través del liquido

cefalorraquideo (LCR) y las moléculas del MHC pueden expresarse en células neurales bajo




condiciones especiales por ejemplo cuando entran en contacto con interferon gamma (Berry 1974,

Cotman 1987, Nicholas y Arnason 1989, Willenborg y cols. 1977).

Barker y Billingham (1977) analizaron el privilegio inmunoldgico de la camara anterior del 0jo y
afirmaron que a pesar de tener una gran cantidad de vasos linfaticos a nivel corneal, capaces de
iniclar una sensibilizacién inmunologica, los trasplantes no son rechazados. Estos autores afirmaron
que este fenomeno se explicaba por la ausencia de vasos sanguineos en dicha region, de tal manera
que las células inmunolégicas sensibilizadas no podrian legar al tejido trasplantado. En torma
contraria, el SNC carece de tejido linfatico convencional pero cuenta con abundantes vasos
sanguineos, de tal manera que, al llevarse a cabo la sensibilizacién inmunolégica (fenomeno que en
la actualidad se ha demostrado que puede llevarse a cabo) (Bradbury y Westrop 1983, Bradbury
1990) existe una rama aferente al SNC. Medawar por otra parte (Nicholas y Arnason 1989,
Medawar 1948) demostrd en conejos que un trasplante en el SNC es rechazado mas rapidamente
cuando el animal es sensibilizado previamente con un injerto de piel del mismo donador del futuro
trasplante en el SNC, en comparacion con el rechazo tardio de un injerto al SNC de un animal no
sensibilizado. Las células inmunologicas del conejo sensibilizado fueron capaces de infiltrar y
destruir el trasplante en el SNC.

Después de una lesion del SNC, puede desencadenarse una respuesta autoinmune contra los
componentes normales del tejido nervioso. Uno de los primeros eventos es la ruptura de la BHE,
lo que permite un estrecho contacto entre el SI'y el SNC. Los astrocitos, las rélulas 22! sndoich
vascular, las células de la microglia e incluso los oligodendrocitos, expresan moléculas del MHC
algunas de estas células pueden ser capaces de presentar antigenos a linfocitos T activados, por lo
que se consideran bajo estas condiciones células coadyuvantes del SI (Fabry y cols. 1994) . La
respuesta inmune humoral también participa en el dafio al SNC. se han detectado autoanticuerpos
contra antigenos del SNC en el suero de pacientes a diferentes tiempos después de una LTME
(Mizrachi y cols. 1983) . Por otro lado las células cebadas y los macrofagos activados reclutados en
la zona de lesion, secretan proteasas mielinoliticas que contribuyen de manera importante a la

desmielinizacién (Blight 1985, Willenborg y cols. 1977) . Probablemente algunos o todos los




fendmenos inmunoldgicos antes descritos pueden estar participando en el proceso degenerativo

progresivo observado en los estadios tardios ala LTME.

ASPECTOS GENERALES SOBRE MIELINIZACION Y DESMIELINIZACION EN LA
MEDULA ESPINAL DE LA RATA

Mielinizacion
La mielina es una membrana rica en lipidos ya que en un 80% esta constituida por lipidos
(colesterol, cerebrosido, etanclamina, fosfatidiletanolamina, fosfatidiicolina y esfingomielina) v
solo en un 20% por proteinas (proteina basica de la mielina (MBP), proteinas proteolipidicas,
proteinas Wolfgram y la glucoproteina asociada a la mielina (MAG)).
La formacion de una vaina de mielina alrededor de un axén proporciona 3 ventajas: mayor rapidez
en la conduccion de impulsos nerviosos (Schwab y Schnel 1989), compactacion en el la
organizacion del SNC y ahorro de energia en la restauracion y mantenimiento del potencial de
reposo (Stoffel 1990).
La mielinizacién en el SNC esta a cargo de los oligodendrocitos mientras que en el sistema
nervioso periférico se lleva a cabo por parte de las células de Schwann. En el SNC, la
mielinogénesis se inicia en la rata aproximadamente 10 dias después del nacimiento y se completa a
tos 30 dias de vida (Stoffel 1990).
La melinizacién de l]a ME sigue una direccion rostro-caudal (Schwab y Schneli 1989) v
generalmente el orden en el que los tractos aparecen durante el desarrollo es el orden que siguen
para su mielinizacién. La mielinizacidn inicia en los axones que posteriormente van a ser de gran
calibre y se extiende mas tarde a aquellos que cada vez van teniendo menor diametro. La mayoria
de estos axones son mielinizados cuando alcanzan diametros de 1 a 1.5um. Los axones que en
estadios posteriores, van a tener un gran calibre, presentan un aumento considerable en sus
diametros, mientras son amielinicos, y pueden incrementarse de 5 a 10 veces mas cuando son

muelinizados, mientras que las pequenas fibras mielinicas que solo se ven en estadios mas avanzados

1]




de maduracion, parecen crecer muy poco antes de ser mielinizadas y permanecen pequefias aun

después de la mielinizacion (Mattews y Duncan 1972).

Morfometria de la mielinizacion

En los tractos del SNC las fibras amialinicas son pequeiias al principio y relativamente uniformes
en su calibre. Posteriormente algunas de estas fibras comienzan a crecer y presentan variaciones de
0.1 a 1.5 pm en su didmetro. (Mattews 1968). No se ha descrito en el SNC un diametro axonal
critico por arriba del cual todos los axones son mielinicos o por abajo del cual éstos sean
amielinicos. Por lo general, los axones pequefios de 0.2 a 0.4 pum son mielinizados.

La velocidad de conduccion de los potenciales de accidn en sus fibras, es proporcional al diametro
del axon y se incrementa notablemente con la mielinizacion, de tal forma que en una fibra
mielinizada, la transmision ocurre 100 veces més rapido que en ausencia de mielina (Stoffel 1990).
En mamiferos adultos se ha observado una correlacion directa entre el espesor de la mielina y el
didametro axonal (Williams y Wendell-Smith 1971). Al parecer, el didmetro del axon es el que

determina la presencia y el espesor de la mielina (Waxman y Sims 1984).

El indice de mielinizacion (IM) o radio “g” (Blight y Young 1989) se emplea para establecer el
espesor relativo de la vaina de mielina. Mientras mas pequefio sea el 1M, la vaina de mielina sera
mas gruesa, es decir un axon mielinizado presentara indices inferiores a la unidad y uno amielinico
tendra un IM igual a 1. (Guy y cols. 1989). El IM optimo para que exista una adecuada
propagacion del impulso nervioso oscila entre 0.60 y 0.80, con variaciones especificas entre las

diferentes especies y entre distintas estructuras de la misma especie (Williams y Chalupa 1983).

Desmielinizacion después de una lesiéon en la médula espinal
Una lesidén en la ME produce la destrucciéon de axones y mielina, lo que puede determinar

disfuncion motora, sensitiva y autondmica (Banik y cols. 1986).




Después de una contusion, el dafio a la mielina se observa durante las primeras 4 horas (Dohrmann
1972). Veintiun horas después de la lesion, se observa desmielinizacion, misma que se incrementa
entre el segundo y el séptimo dia debido a la fagocitosis de las vainas dafiadas (Gledhill y cols.
1973; Blight 1985). Los axones que sobreviven a este tipo de lesidn se concentran en un anillo
externo y aparentemente tienen vainas de mielina intactas (Blight 1985).

En el sitio de la lesion se observa una pérdida global de axones. Entre el segundo y el séptimo dia
de la lesion existe una pérdida secundaria de axones (Blight y Young 1989) y otra adicionai se
puede observar a los 3 meses (Blight 1985). El total de axones perdidos es extenso, comprende
entre el 87 y 99 % de las fibras mielinizadas (Blight y Young 1989). Gran parte de las fibras que
permanecen con continuidad anatdmica se desmielinizan en el sitio de la lesion en el transcurso de
la primera semana {Bhight 1985).

La rapida destruccion de las vainas de mielina en el centro de la lesion es diferente a la
desmielinizacion observada en las fibras que sobreviven al dafio, porque ademas de que ocurren a
diferentes tiempos, la destruccion rapida de las vainas se asocia a una gran pérdida de axones y glia,
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Células presentadoras de antigenos en el SNC.

Las células presentadoras de antigenos (CPA) clasicas (células dendriticas) que residen en casl
todos los tejidos del organismo estan ausentes en el SNC. Sin embargo existen células que expresan
moléculas del MHC y pueden funcionar como CPA (Fontana y cols. 1987, Streit y Graeber 1988);
dichas células son conocidas como células de la microglia, mismas que se consideran macrofagos
residentes del SNC. Ademas existe evidencia de que otras células como los astrocitos, también son
capaces de expresar MHC clase | y clase 11, siendo capaces de funcionar como CPA (Fontana y
cols. 1984, Fabry y cols. 1994). Asi también los oligodendrocitos (Ting y cols. 1981, Fabry vy
cols. 1994), las células del endotelio vascular (Sloan y cols 1991, McCarron y cols. 1991, Fabry y
cols. 1994) y los pericitos (Fabry y cols. 1994) son capaces de expresar moléculas del MHC vy
convertirse en CPA. Finalmente, en regiones periventriculares, leptomeninges y plexo coroideo de
cerebro humano normal se han localizado poblaciones de células mononucleares con receptores
para la region Fc de las IgG (R Fc IgG), mismos que presentan una actividad muy similar a la
presentada por los R Fc IgG de fos monocitos y macrofagos de sangre periférica (Peress y cols.

1989).

Moléculas del MHC en el SNC

En el ser humano la regulacion de la expresion de moléculas clase | y clase Il es compleja, puede
estar afectada por la edad, la anatomia regional y por lesiones locales o remotas. Estas moleculas
pueden influir en patrones y grados de Rl mediada por linfocitos T (Sobel y Ames 1988) y
pueden identificarse también en placas de esclerosis multiple y en la vecindad de ciertos tumores

neurales (Lampson 1987).

En condiciones normales solo algunas células del SNC expresan pequefias concentraciones de
moléculas del MHC. La expresion de dichas moléculas en el SNC no es constitutiva, sino més bien
inducida (Fabry y cols. 1994). Algunos estudios han demostrado que varias células del SNC
(microglia, células endoteliales, astrocitos, pericitos e incluso oligodendrocitos ) (Fabry y cols.

1994, Konno y cols. 1989, Massa 1987, Wekerle y cols. 1986, Fontana y cols. 1984, MacCarron




y cols 1991, Ting y cols. 1981) asi como células del plexo coroideo y leptomeninges también son

capaces de expresar moléculas del MHC.

Antigenos menores de histocompatibilidad en el SNC

Los antigenos menores de histocompatibilidad se expresan en un gran numero de tejidos y pueden
ser especificos de tejidos. Su expresion puede llevarse a cabo en coordinacion con las moléculas
del MHC. En las células neurales se ha observado la expresién de antigenos como el Skn-1y el H-
Y (Steinmuller 1983) pero hasta el momento no existen datos que determinen si estos antigenos
son capaces de inducir una respuesta autoinmune después de una lesion al SNC, aunque si existen
datos que demuestran su capacidad antigénica cuando son trasplantados (Nicholas y Arnason

1989).

Drenaje linfatico en el SNC

No existen vasos linfaticos convencionales en el parénquima del SNC (Yoffey y Courtice 1970).
sin embargo no es posible concluir que no exista paso de liquidos o particulas del parénquima del
SNC al sistema linfatico. Si se inyecta material macromolecular radioactivo en el nicleo caudado de
conejos, el 50% de la marca radioactiva es recuperada en los ganglios linfaticos cervicales
(Bradbury y Westrop 1983). Se han realizado estudios similares en otras especies y también se ha
encontrado marca radioactiva en los ganglios linfaticos cervicales (Bradbury 1090} Fetac
hallazgos indican que existe una via por la cual se comunica el SNC con el sistema linfatico. En
roedores existen dos rutas de drenaje del LCR: a través de las vellosidades aracnoideas y a traveés
de la lamina cribiforme. Con respecto a esta Gltima, existen estudios ultraestructurales que indican
que a nivel de a mucosa nasal existen numerosos espacios similares a capilares linfaticos terminales
(Erlich y cols. 1986). En reacciones inflamatorias cronicas como la esclerosis multiple en el ser
humano, se ha descrito que los espacios perivasculares se transforman en tejido linfatico (Prineas
1989). Ademas, en condiciones normales, se sabe que una gran proporcion de LCR drena

directamente del espacio subaracnoideo a la circulacion venosa a través de la vellosidades




aracnoideas y mas ain, pequefas cantidades de LCR pueden tlegar al sistema linfatico a traves de la

raiz de los nervios espinates y nervios opticos.

La barrera hematoencefilica

En condiciones normales la BHE impide el paso de las células del Sl al SNC, sin embargo se ha
demostrado que los linfocitos activados, independientemente de su especificidad antigénica en
condiciones fisiologicas son capaces de atravesar la BHE (Wekerle y cols. 1986). Bajo ciertas
condiciones, las células del endotelio vascular en el SNC, son capaces de expresar moléculas de
adhesion (ICAM-1 y VCAM-1) que facilitan el ingreso de los linfocitos T al SNC; asi mismo, son
capaces al igual que los astrocitos, los pericitos y las células de la microglia, de expresar MHC
clase I y funcionar como CPA (Wekerle y cols. 1986 ) Por otra parte, existen areas libres de
BHE a nivel de los 6rganos periventriculares (Lampson 1987). Finalmente, en enfermedades
neuroldgicas se puede inducir la produccion de inmunoglobulinas dentro det SNC (Sharief y cols.

1990).

Respuesta humoral en el SNC

En el SNC pueden llevarse a cabo reacciones inmunolégicas, entre ellas la activacion y
proliferacion de linfocitos T; por lo tanto es factible también la activacion de linfocitos B y con ello
la formacion de anticuerpos especificos. Los anticuernne eon nroducidads por tas udiuias
plasmaticas, mismas que son el resultado de la diferenciacién de los linfocitos B. Los linfocitos B,
al igual que los linfocitos T, tienen la capacidad de adherirse al endotelio vascular de los vasos
sanguineos en el SNC (Pryce y cols. 1991) y de atravesar la BHE por medio de diapedesis e
ingresar al parénquima del SNC (Guizar-Sahagin y cols. 1994). Algunos estudios han demostrado
la participacion de los anticuerpos en enfermedades desmielinizantes como la encéfalomielitis
alérgica experimental (EAE) y la esclerosis maltiple (Bernheimer y cols. 1988, Link y cols. 1990),
e inclusive se han identificado los epitopos en la MBP, contra los que esta dirigida la respuesta

humoral (Hashim y Day 1988). Por otra parte es necesario mencionar también que se ha




demostrado la presencia de algunas proteinas del complemento en el SNC (Rodriguez y cols.

1990) lo que permite la activacion de vias efectoras mediadas por anticuerpos.

Respuesta celular en el SNC

En condiciones normales un nimero pequefio de linfocitos T CD4+ "“vigilan” el SNC. Dichos
linfocitos tienen la capacidad de adherirse en forma inespecifica a las células endoteliales para
posteriormente atravesar la BHE y migrar al SNC (Steinman 1990). Al parecer los linfocitos T
durante su activacion adquieren una serie de enzimas y receptores que les ayudan a abrr y atravesar
las uniones cerradas entre las células endoteliales (Wekerle y cols. 1986); asi una célula T activada,
puede atravesar la BHE (Cross y cols. 1990, Steinman 1990). En las células endoteliales de los
vasos del SNC pueden expresarse moléculas de adhesion como la ICAM-1 y la VCAM-] por la
accion de citocinas como el interferon gamma, la interleucina- 1 (IL-1) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF @) ((Cross y cols. 1990, Steinman 1990) y funcionar como medio de adhesion
entre la célula endotelial y el linfocito, a través de los receptores LFA-1 y VLA-4 de este ultimo.
Esta adhesién podria facilitar el paso del linfocito a través del endotelio vascular al parénquima del
SNC (Pryce y cols. 1991), constituyendo la principal ruta de migracion del linfocito al SNC, pero
no la anica, pues también se sabe que los linfocitos T CD4+ pueden interaccionar con las células
endoteliales a través de las moléculas del MHC clase 11 y dicha interaccion puede facilitar también
la migracion de estas células al SNC (McCarron vy cols. 1991). Por otra parte lIac diferentes
poblaciones de linfocitos T se adhieren en forma distinta al endotelio vascular cerebral, por
ejemplo. los CD8+ se adhieren mas que los CD4+ (Pryce y cols. 1991), pero una vez que los
linfocitos ingresan al SNC, presentan propiedades inmunoregulatorias y fenotipicas comparables a
las presentadas por los hinfocitos de sangre periférica (Freedman vy cols. 1990). Algunos estudios
realizados en modelos experimentales de EAE han demostrado que los linfocitos T sensibilizados
contra antigenos neurales son altamente especificos a una porcién peptidica dominante localizada

en la secuencia 86-105 y 152-170 de la proteina basica de la mielina (PBM) (Chou y cols 1989,

Richert y cols. 1989).
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Con lo mencionado hasta el momento, se puede concluir que el supuesto "privilegio inmunologico”
del SNC no es absoluto, que en condiciones patologicas como neoplasias, enfermedades
autoinmunes, intervenciones quirtrgicas, lesiones traumaticas etc., puede desarrollarse una Rl. En
un estudio reciente Popovich (Popovich y cols. 1996) identificé una respuesta celular contra
antigenos neurales en ratas con lesion de la médula espinal. Otros autores (lumashev y cols. 1991,
Taranova y cols. 1992) han realizado estudios en pacientes con LTME vy sus resultados también
apoyan la existencia de una Rl contra antigenos neurales. Sin embargo, hasta el momento, existe
aun gran controversia en relacién con dicha respuesta ya que estudios previos no lograron
demostrar una Rl especifica contra antigenos neurales después de una lesion (Willenborg y cols.
1977). Asi pues, seria muy importante demostrar la existencia de dicha respuesta después de
LTME ya que, en caso de existir, el Sl puede estar funcionando como un factor que aumente la
destruccion del tejido neural al atacar a las células neurales. En caso de demostrar la existencia de
una RI inducida por antigenos neurales, seria muy interesante, demostrar que la administracién de

un inmunosupresor es capaz de inhibir la Rl con ello, disminuir el dafio al tejido neural.

INMUNOSUPRESION

A partir de la década de los 50s se empezaron a ensayar diferentes tipos de inmunosupresion. entre
ellos la irradiacion corporal total (Dempster y cols. 1950, Lindsley 'y cols. 1955 ) o el uso de
farmacos como los corticosteroides (Billingham v eols 1951} Ha f-merrantonuring (Calne 1060}
azatioprina y la ciclofosfamida (Starzl 1990). Algunos de estos farmacos en su momento fueron
atiles, pero dejaron de ser utilizados por su alta toxicidad. Se utilizd la globulina antilinfocitica
(Starzl y cols. 1967 ), misma que tuvo que administrarse en combinacion con los farmacos
anteriores para obtener mejores resultados. A partir de 1980 se empezo a hacer uso de
inmunosupresores con una menor citotoxicidad y una mayor selectividad por células del S1. La
ciclosporina A ( CsA) y el FK506 son farmacos que inhiben en forma selectiva la proliferacion de
los linfocitos T CD4+: siendo Ja CsA la mas utilizada actualmente (Kahan 1989). Los anticuerpos

monoclonales dirigidos contra receptores especificos en los linfocitos T CD4+ también podrian
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ofrecer grandes ventajas como parte de un esquema inmunosupresor y por ello actualmente

también son objeto de estudio (Starzl 1990).

Corticosteroides
El mas utilizado es la prednisolona. Su mecanismo de accién es muy complejo; afecta la funcion de
los linfocitos T y de los macrofagos. inhibe la migracion de Jos monocitos al sitio de inflamacion e
intertiere con la produccion de 1L-1, IL2 e IL-6 afectando por lo tanto en forma indirecta

funcién de los linfocitos T CD4+ (Fuchs y Bullard 1988).

Azatioprina
La azatioprina es metabolizada en el higado a 6-mercaptopurina y funciona inhibiendo la sintesis
del DNA y por tanto la divisién y proliferacién celular. Por su accion sobre la division celular
impide la formacién de células mieloides en la médula 6sea y por lo tanto puede ornginar

leucopenia y trombocitopenia (Council on Scientific Affairs 1987).

Ciclofosfamida
La ciclofosfamida también inhibe la sintesis de DNA, impidiendo asi la replicacion de los linfocitos
pero también de otras células (fibroblastos, macrofagos) cuya replicaciéon es rapida, por tanto
suprime la funcion del sistema reticuloendotelial y origina una fuerte inmunosupresién v

citotoxicidad (Many y Schwartz 1970).

Anticuerpos monoclonales
Los linfocitos T para ser activados requieren de la interaccion de sus moléculas CD4 o CD$§
(cooperadores y citotOxicos respectivamente) y su receptor para linfocitos T (RLT). con sus
respectivas moléculas en las células presentadoras de antigenos. Algunos estudios han demostrado
que la inyeccién de anticuerpos monocionales anti-CD4 a ratones trasplantados, produce
tolerancia y una gran sobrevida del trasplante (Sloan y cols. 1991). Otro sitio posible de accién
de los anticuerpos es el RLT y el receptor de IL.-2 en el linfocito. La administracién de
anticuerpos contra dichos receptores también ha demostrado que prolonga la sobrevida de los

trasplantes al inhibir la activacion del linfocito (Starzl 1990).




FK 506
Es un antibiotico del grupo de los macrolidos que ha demostrado ser de 10 a 100 veces mas
potente que la CsA. Inhibe la transcripcidn del mRNA de la IL-2 y por lo tanto inhibe la
proliferacién de los linfocitos T, la secrecion de otras linfocinas (interferon gamma) y la
acumulacion de mRNA de IL-3, 1L-4 y factor de necrosis tumoral en los linfocitos (Bierer y cols.

1990, Yoshimura y cols. 1989).

Acido micofenélico (RS-61443)
Inhibe la sintesis de guanosina monofosfato y consecuentemente de guanosina tri y difosfato. los
cuales juegan un papel muy importante en el metabolismo de los linfocitos, dando como resultado
un efecto antiproliferativo en forma selectiva sobre los mismos (Sollinger y cols. 1992). Este
farmaco bloquea fa proliferacion de linfocitos T y B, e inhibe la formacion de anticuerpos y la

generacion de linfocitos T citotoxicos (Eugui y cols. 1991).

Ciclosporina A

Actualmente es el tarmaco mas utilizado y que da los mejores resultados en relacion a la
prolongacion de la sobrevida de un trasplante. La CsA es un polipéptido neutral, ciclico lipofilico
de 11 aminoacidos y con peso molecular de 1,202 daltones. A bajas concentraciones (< 10 uM)
inhibe la transcripcion del mRNA para la sintesis de IL-2 y otras linfocinas durante el proceso de
activacion de los linfocitos T por tanto inhibe su activacion y proliferacion en forma selectiva
(Kahan 1989).

A diferencia de los corticosteroides, la azatioprina y la ciclofosfamida, la CsA actia en forma
selectiva sobre los linfocitos T CD4+ y produce mucho menor citotoxicidad ya que no actla
sobre la proliferacion de otras células. ademas también a diferencia de los anticuerpos
monocionales, el FK506 y el RS-61443, la CsA es un inmunosupresor bastante investigado y que
ha dejado de estar en fase experimental, pues una gran cantidad de estudios experimentales
(Nakayasu y cols. 1990, Green 1988) y clinicos (Vries y cols. 1990, Hodgkinson vy cols. 1990
Tugwell y cols 1990) apoyan sus efectos terapéuticos. También a nivel del SNC, se ha

demostrado su efectividad en animales de experimentacién al promover la sobrevida de aloinjertos




y xenoinjertos intracerebrales. (Nicholas y Arnason 1989, Finsen y cols. 1988, Marion y cols.
1990, Brundin y cols. 1985). En México, la CsA es el farmaco inmunosupresor mas accesible.
Todo lo anterior lo hace ser hasta el momento el inmunosupresor de eleccion. Por tales motivos se

revisaran de manera mas detallada las caracteristicas de este farmaco.

GENERALIDADES SOBRE CICLOSPORINA-A
La CsA es un polipéptido ciclico, lipofilico extraido del hongo 7olypocladium inflatum Gams. Su
accion inmunosupresora la realizan los aminoécidos colocados en las posiciones 1, 2,3 y 11. En la
clinica la CsA se estabiliza usando como vehiculo el aceite de oliva para la administracion oral y

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

Absorcion
Cuando se administra la CsA por via intravenosa toda la dosis ingresa a la circulacion, mientras
que la administrada por via oral es muy variable, debido a su absorcidn lenta e incompleta en la
primera porcion del intestino delgado, en un proceso que es dependiente de bilis, de tal manera
que la fraccion de la dosis de la CsA que finalmente llega a la circulacion (biodisponibilidad) es
muy variable. En ambos casos (via intravenosa o via oral) la concentracidén maxima de la droga en
la circulacion (Cmax) se presenta en un promedio de 3.8 hrs después de haber sido administrada.
En general la absorcion de la CsA administrada por via oral, es afectada por colestasis,
vaciamiento gastrico lento, motilidad intestinal aumentada, esteatorrea o secrecion pancredtica
exocrina disminuida. Por otro lado se puede promover su absorcion coadministrandola con el
alimento.

Distribucion
La mayor parte de la CsA en la circulacion se une con lipoproteinas de alta, baja y muy baja
densidad y con quilomicrones {Ryffel y cols. 1988). La extension de tejido donde la CsA se
deposita es muy variable de paciente a paciente, su volumen de distribucion va de 4 a 8 litros por
kilogramo de peso. El lugar de mayor deposito de CsA es el higado, seguido por el pancreas, la

grasa, la sangre, el corazon, el pulmon, el rifion el tejido neural y el muscular (Kahan 1989).
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grasa, la sangre, el corazon, el pulmoén, el rifion el tejido neural y el muscular (Kahan 1989).
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Biotransformacion
La CsA a nivel hepatico es convertida por isoenzimas de la superfamilia del citocromo P-450 en
metabolitos que retienen la estructura ciclica y la alta polaridad. La coadministracion de farmacos
que interactuen con el sistema del citocromo P-450 pueden afectar el metabolismo de la CsA. Asi
pues, los farmacos inhibidores del citocromo P-450 (Ketoconazol, androgenos, metilprednisolona,
diltiazem etc.) incrementan los niveles de CsA; mientras que los farmacos que inducen la
formacién de la citocromo P-450 (rifampicina, fenobarbital, carbamazepina, acido valproico, etc.)

disminuyen los niveles de CsA (Kahan 1989).

Eliminacién
La CsA se elimina principalmente a través de la bilis luego de su biotransformacion y solo una
pequefia proporcién (el 6% aproximadamente) se elimina por via renal. Su vida media es de 6.4 a
8.7 horas. La eliminacién de la CsA es muy variable de paciente a paciente, obteniéndose un rango

de depuracion de 2 a 32 mL por minuto por kg (Kahan 1989),

Acciones inmunosupresoras

La CsA inhibe la cascada de activacion necesaria para las funciones inmunes especificas,
particularmente ja produccion de linfocinas (1L-2). El mecanismo preciso de accion de la CsA esta
bien estudiado. Al ingresar este farmaco al citoplasma celular se une a una proteina denominada
ciclofilina; una vez realizada esta union, el complejo ciclofilina-CsA se une a su vez a la calcineurina
(fosfatasa dependiente de calcio) inactivandola. La calcineurina es en realidad la molécula que. por
diversos mecanismos, puede desencadenar la activaciéon de los factores nucleares que finalmente
dan inicio a la transcripcion de la IL-2 y del receptor para la 1L-2. El complejo ciclofilina - CsA al
inactivar a la calcineurina, impide la transcripcion de dichas moléculas y con ello la cascada de
eventos inmunologicos. A nivel timico, la CsA disminuye el nimero total de timocitos € inhibe su
desarrollo (Beschorner y cols. 1988). Disminuye la expresion de moléculas del MHC clase It y la

sintesis de prostaglandina E2 en células accesorias (Kahan 1989).




Efectos toxicos
La administracion diaria de CsA puede originar alteraciones neurologicas (tremor, parestesia
plantar, depresion psiquica, dolor de cabeza, confusidbn y somnolencia), dermatolégicas
(hipertricosis, hiperplasia gingival), gastrointestinales (anorexia, nausea, vomito), endocrinas
(hiperglucemia, ginecomastia), hepaticas  (colestasis, hiperbilirubinemia, niveles altos de
aminotransferasas en suero, necrosis tisular), 6seas (osteoporosis), hematologicas (trombosis) y

renales (necrosis tubular) (Kahan 1989).

Deteccién

La naturaleza quimica de la CsA ha dificultado el desarrollo de técnicas de analisis para detectarla
por su alto peso molecular y su muy baja absorbancia a la luz ultravioleta. Actualmente existen
varias técnicas analiticas para medir CsA en liquidos biolégicos (Tjandra-Maga vy Verbesselt

1990):

La cromatografia liguida de alta presion (HPLC)

Es una técnica que permite medir la CsA original en forma separada de sus metabolitos. Es por lo
tanto la técnica mas fidedigna pero también la que consume mas tiempo pues se requiere del

desarrollo de procedimientos de extraccion muy elaborados (Sawahuk y Cartie 1981) lo que no la

hace una técnica de uso practico.

Radicinmunocanalisis (RIA)

Esta técnica utiliza una combinacion de CsA marcada con un isétopo radioactivo (‘* 16 *H) como
indicador y un anticuerpo policlonal 0 monoclonal contra CsA.

Son menos especificas las técnicas que utilizan un anticuerpo policlonal (‘”’1-RIA policlonal) pues
miden la CsA y sus metabolitos de manera global. Las que utilizan un anticuerpo monoclonal son
mas especificas "H-RIA monoclonal y '*I-RIA-monoclonal). El anticuerpo se obtiene después de

inmunizar ratones con ovalbimina de polio conjugada a una molécula de CsA que contenga una
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substitucion de D-lysyl en la posicion 8. Este anticuerpo no reacciona con los metabolitos de la
CsA permitiendo  asi una medicion mas exacta de la concentracion real de la CsA  (Quesniaux y
cols. 1987). Existen dos sistemas de RIA diferentes, el Sandimmun-especifico y el Cyclo-Trac SP:
ambos basados también en el sistema de anticuerpos monoclonales contra la CsA. Ninguno de los

dos da reaccion cruzada con los metabolitos de la CsA (Sung y cols. 1988)

Seleccion de la dosis de acuerdo a las variables farmacocinéticas
La "ventana terapéutica" de la CsA en el ser humano es de 0.12 a 0.275 pg/mL en plasma, de 0.05
a 0.3 ug/mL en plasma y de 0.25 a 0.8 ug/mL en sangre total determinada por RIA . Los valores
séricos por arriba 0 por abajo de dicho rango se correlacionan con episodios de rechazo del
trasplante, hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, infecciones o crisis convulsivas (Kahan 1985). Aun
teniendo esto en consideracion, cada individuo presenta un perfil farmacocinético diferente; por lo
tanto la dosis que cada individuo necesita para alcanzar y no sobrepasar el rango terapéutico
también es diferente. Debido a las variaciones individuales, es importante la realizacion de un perfil
farmacocinético previo al tratamiento, para predecir la dosis que alcanzara el rango requerido. Por
ejemplo la dosis inicial de CsA que se debe administrar a un individuo que va a recibir un
trasplante, se debe calcular, basandose en la relacion lineal entre la dosis y el area bajo la curva
(AUC). La dosis necesaria para alcanzar una concentracion sérica promedio de 0.2 ug/mL en la

mayoria de los pacientes con trasplante renal es de 6mg/kg/dia (Kahan 1989).

Biodisponibilidad de Ia CsA en seres humanos y en ratas sin LTME (Dosis de
10mg/kg/dia)
En la tabla [ se presentan los parametros de biodisponibilidad reportados para seres humanos y

ratas sin LTME.




TABLA |
Biodisponibilidad de la CsA en seres humanos y ratas después de una dosis de 10mg/kg/dia en

condiciones fisiologicas.

Especie Via Cmax (ug/mL) AUC (ug/mL/h) Ref
oral 1.08+-0.74 0.76+-0.59 Kahany cols

Humanos v ———- 1.93+-1.3 1985
oral 2.42+-0.99 2531+-7.56 Didlake y cols.

L 7.77+-1.73 1988

Ratas

oral 0.4+-0.2 2.733+-0.05 Wassef y cols.

1p 3.8+-0.2 11.82+-0.14 1985

Los valores se presentan como promedio * la desviacion estandar, determinados por RIA. Cmax=

concentracion maxima, AUC= area bajo la curva; iv= intravenosa; ip= intraperitoneal.

Como se puede observar, la biodisponibilidad de la CsA es muy variable; se encuentran diferencias
inter-especie e inclusive intra-especie en condiciones fisiologicas y mas aan, en modelos
experimentales con LTME se han reportado alteraciones en la farmacocinetica de la CsA (Ibarra y
cols 1996a). Durante la fase aguda de la lesién, la biodisponibilidad del farmaco se ve muy
disminuida cuando éste se administra por la via oral, pero se eleva enormemente cuando la
administracion es por la via intraperitoneal. Ya durante la fase cronica, dichas alteraciones parecen
revertir y la biodisponibilidad se regulariza al administrarse el farmaco por la via oral. Antes de
realizar el presente trabajo, se llevaron a cabo una serie de estudios encaminados a disefiar un
esquema de administracion de la CsA en el modelo de LTME (Ibarra y cols 1996b). Con dicho
esquema se consiguid mantener los niveles de CsA dentro de la ventana terapéutica, durante las

24 horas del dia.



JUSTIFICACION

Después de una LTME se originan una serie de fenomenos auto destructivos entre los cuales el
sistema inmunoldgico puede jugar un papel importante en la destruccion del tejido neural y la
inhibicion de una probable regeneracion. Hasta el momento no se ha demostrado en forma precisa
dicha participacton del S1, mas aGin, existe controversia sobre la existencia de una respuesta celular
especifica contra antigenos neurales después de una LTME. En un trabajo previo, realizado en
nuestro laboratorio, observamos que las ratas con LTME sometidas a un tratamiento
inmunosupresor con CSA presentaron una mayor recuperacion de la actividad motora comparada
con la de ratas con LTME no tratadas. Se sabe que la CsA es un potente agente inmunosupresor
de tal forma que la inmunosupresion originada por este farmaco, pudo haber participado de manera
importante en dicha recuperacién. El estudio mencionado, se enfocd principalmente a evaluar la
recuperacion clinica de los animales después del tratamiento. Sin embargo, no se evaluod la
existencia de una RI celular contra antigenos neurales ni se evalué el efecto de la inmunosupresion
sobre dicha respuesta. Tampoco se evalud el efecto de la inmunosupresion sobre el proceso de
degeneracidn del tejido medular lesionado. Por tales motivos se diseiid el presente estudio que
evalila de manera integral los parametros antes mencionados, para asi, poder comprender en mejor
forma los fendomenos que se desarrollan después de una lesion traumatica y asi mismo poder brindar
una terapia que logre disminuir los procesos de degeneracion y origine un medio propicio para ia

regeneracion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
I. ¢Existe una respuesta inmunologica celular (RIC) dirigida contra los antigenos neurales despues
de una lesion traumatica de la médula espinal?

1.1 45t existe dicha respuesta, el tratamiento con CsA la inhibe?

2. jLa administracion de un tratamiento inmunosupresor con CsA incrementa la proporcion de
tejido neural preservado y disminuye la desmielinizacion de la médula espinal después de una

lesién traumaética?

3. ¢(La administracion de un tratamiento con CsA favorece la remielinizacion y la formacion de

colaterales axdnicas de la médula espinal después de una lesion traumatica?

4. La administracion de un tratamiento con CsA favorece la recuperacion clinica después de una

lesion traumatica?

HIPOTESIS

I. Después de una lesion en la médula espinal, se origina una RIC dirigida contra antigenos

neurales, misma que puede ser inhibida al administrar un tratamiento con CsA.

Si la RI participa en la degeneracion y desmielinizacion de la médula espinal e inhibe la
remielinizacién, la formacion de colaterales axonicas y la recuperacion clinica después de una lesion

traumatica, y la CsA inhibe en gran parte dicho factor, entonces:

2. La administracion de dicho farmaco, preservara una mayor proporcién del tejido en la medula

espinal y disminuira la desnuielinizacion axonal después de una lesion traumatica.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
I. ¢Existe una respuesta inmunologica celular (RIC) dirigida contra los antigenos neurales después
de una lesidn traumitica de la médula espinal?

1.1 ;Si existe dicha respuesta, el tratamiento con CsA la inhibe?

2. jLa administracion de un tratamiento inmunosupresor con CsA incrementa la proporcion de
tejido neural preservado y disminuye la desmielinizacion de la meédula espinal después de una

lesiéon traumatica?

3. ¢La administracién de un tratamiento con CsA favorece la remielinizacion y la formacién de

colaterales axonicas de la médula espinal después de una lesion traumatica?

4. La administracion de un tratamiento con CsA favorece la recuperacion clinica después de una

tesion traumatica?

HIPOTESIS

. Después de una lesion en la médula espinal, se origina una RIC dirigida contra antigenos

neurales, misma que puede ser inhibida al administrar in tratamizcnic Lo CrA.

Si la Rl participa en la degeneracién y desmielinizacion de la médula espinal e inhibe la
remielinizacion, la formacién de colaterales axdnicas y la recuperacidn clinica después de una lesion

traumatica, y la CsA inhibe en gran parte dicho factor, entonces:

2. La administracién de dicho farmaco, preservara una mayor proporcion del tejido en la médula

espinal y disminuira 1a desmielinizacion axonal después de una lesidn traumatica.




3. La administracion de CsA favorecera la remielinizacion y la formacion de colaterales axonicas

en los axones después de una lesion traumatica.

4. La administracion de CsA favorecera la recuperacion clinica después de una lesion traumatica.

OBJETIVOS

1. Identificacion de una RIC especifica, dirigida contra antigenos neurales en animales sometidos a

una lesion traumatica de la médula espinal.

1.1 Evaluar el efecto de la CsA sobre la RIC dirigida contra antigenos neurales.

2. Evaluar el efecto del tratamiento con CsA sobre la proporcion de tejido preservado neural y

sobre el indice de mielinizacion axonal después de una lesion traumatica.

3. Evaluar el efecto de la CsA sobre la formacion de colaterales axénicas en los axones de la

médula espinal después de una lesion mecanira

4. Evaluar el efecto de la CsA sobre la recuperacion clinica después de una lesion traumatica.




3. La administracion de CsA favorecera la remielinizacion y la formacion de colaterales axonicas

en los axones después de una lesion traumatica.

4. La administracion de CsA favorecer la recuperacion clinica después de una lesion traumatica.

OBJETIVOS

1. Identificacion de una RIC especifica, dirigida contra antigenos neurales en animales sometidos a

una lesidn traumatica de la médula espinal.

1.1 Evaluar el efecto de la CsA sobre la RIC dirigida contra antigenos neurales.

2. Evaluar el efecto del tratamiento con CsA sobre la proporcion de tejido preservado neural y

sobre el indice de mielinizacion axonal después de una lesion traumatica.

3. Evaluar el efecto de la CsA sobre la formacion de colaterales axdnicas en los axones de la

médula espinal después de una lesion mecanica.

4. Evaluar el efecto de la CsA sobre ia recuperacion clinica después de una lesion traumatica.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental

Se utilizaron un total de 118 ratas de la cepa Fischer 344, adultas, hembras de 160 a 200 g de peso,

con las cuales se formaron 4 grupos:

GRUPO I : N=42 _ Ratas con lesion de la médula espinal e inicio de la CsA 48 h antes del
trauma medular.

GRUPO 1I: N=42._Ratas con lesion de la médula espinal , sin CsA.

GRUPO I11: N= 24. Ratas sin lesion de la médula espinal e inicio de la CsA 48 h antes del
procedimiento quirurgico (PQ).

GRUPO IV: N=10. Ratas con PQ pero sin lesion de la médula espinal, y sin CsA.

LTME+CsA LTME sin CsA
grupo I grupo 11
PQ + CsA PQ sin CsA
grupo HI grupo IV

Consideraciones técnicas

a) Las ratas de los grupos 1ll y 1V fueron sometidas al mismo procedimiento quirirgico que las

ratas de los grupos 1 y 11, pero sin ser lesionadas.

b) A las ratas de los grupos Il y IV se les administro Gnicamente el vehiculo de la CsA.
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¢) Se determinaron los niveles de CsA en 2 ratas elegidas al azar de los grupos I, 11 y 111 a los 14,
45 y 90 dias después de Ia lesion mediante radioinmunoandlisis (R1A) con el fin de corroborar que

los animales tratados (grupos I y I11) tenian niveles séricos de CsA dentro de la ventana terapéutica.

d) Se corroboré la inmunosupresion por la proporcidn de células CD4+ y CD8+ en sangre
periférica mediante citofluorometria, se demostré la incapacidad de los animales para responder a
un estimulo antigénico heterdlogo mediante pruebas de hemaglutinacién y se evalué mediante una
escala ordinal la presencia o ausencia de células inmunes en la zona de lesion.

Para tal efecto, se eligieron 3 ratas de cada grupo al azar a los 7, 14. 45 y 90 dias después del

procedimiento quirtrgico.

Lstudio inmunologico
La respuesta celular especifica contra antigenos neurales se evaluo mediante pruebas de

proliferacion celular (incorporacion de timidina tritiada), realizadas el dia del sacrificio.

Lstudios norfométricos
Se realizaron estudios morfométricos para evaluar la cantidad de tejido preservado (mediante
microscopia de luz) o bien el indice de mielinizacién axonal (mediante microscopia electrénica e

imagenes digitalizadas) el dia del sacrificio de los animales.

Para realizar las evaluaciones antes mencionadas, las ratas de todos los grupos fueron sacrificadas
en 3 diferentes tiempos: a los 15 (fase de mayor desmielinizacion), 45 {fase intermedia) v 90 dias
(tase de estabilizacion) después del procedimiento quirdrgico. Para dichos estudios las ratas fueron

sacrificadas como se indica en la tabla I




TABLA 11

Distribucién de ratas sacrificadas por grupo en cada periodo poslesion

GRUPOS 15 dias 45 dias 90 dias - TOTAL
LTME+CsA 14 14 14 42
LTME sin CsA 14 14 14 42
Lamin, + CsA 8 8 8 24
Lamin. sin CsA 10 — ---- 10
TOTAL 46 36 36 118

Un dia antes del sacrificio se seleccionaron al azar los animales de los diferentes grupos para una
de las pruebas morfométricas En los animales seleccionados para los estudios de microscopia de
luz, tambi€n se llevd a cabo la prueba de proliferacion celular. La tabla II1 indica en forma precisa

la distribucion de las ratas para estos estudios.

TABLA 11l
Distribucion de ratas utilizadas para cada estudio en los diferentes periodos poslesion
GRUPOS 15 DiAS 45 DiAS 90 DiAS TOTAL
Tejido L de | Tejido L de | Tejido L de
preservado | mielinizac, | preservado | mielinizac, | preservado | mielinizac.
y RIC y RIC y RIC
LTME+ 10 4 10 4 10 4 42
CsA
LTME sin 10 4 10 4 10 4 42
CsA
Lamin. + 4 4 4 4 4 4 24
CsA
Lamin. 5 5 e ---- ---- - 10
sin CsA —]
TOTAL 29 17 24 12 24 12 118
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Evaluacion clinica
Las ratas de los grupos 1, Il y III fueron evaluadas mediante una bateria de pruebas finas para
conocer la recuperacion de la fuerza y la actividad motora de las extremidades posteriores, a los 15,

45 y 90 dias después del procedimiento quirtrgico (ver tabla TV).

TABLA IV
Distribuciéon de ratas utilizadas por grupo para la evaluacion clinica en cada
eriodo poslesion
GRUPOS 15 dias 45 dias 90 dias
LTME+CsA 24 16 8
LTME sin CsA 24 16 8
Lamin. + CsA 24 16 8

Descripcion de técnicas

Lesion traumdtica

Los amimales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (77.5 mg/kg) e hidrocloruro de
xilazina (12.5 mg/kg). Previa asepsia y antisepsia de la regién toraco-lumbar se realizé una
incision de 2cm aproximadamente por planos hasta llegar a la columna vertebral. Posteriormente
ce llevid a rahn la laminectomia de la vértebra T8 o T9 hasta dejar expuesta la médula espinal sin
dafiar las meninges. Una vez expuesta la médula espinal. se colocd una grapa para aneurisma de
63 g/ cm’ de fuerza de compresion, por un periodo de 15 segundos, para comprimir y lesionar la
meédula espinal (técnica de lesidn previamente estandarizada en nuestro laboratorio). La lesion se
corroboré mediante la observacidon de un hematoma central en el tejido medular, a través de un
microscopio quirurgico. Finalmente se cerrd por planos con sutura dermaléon 5-0 y el animal se

colocd en una unidad de cuidados intensivos previa administracion intramuscular de 250,000 U

de penicilina benzatinica.
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Cuidados posquirurgicos

Todos los animales fueron mantenidos en cajas con aserrin estéril y en una habitacion aséptica. El
agua y el aserrin estéril, se cambiaron cada 3 dias. Se evacud el intestino y la vejiga neurogénicos

de cada animal cada 12 h mediante expresién manual.

Esquema de administracion de la ciclosporina A

Se utilizd CsA solucién oral (solucion de 100 mg/mL) e intravenosa (solucién de 50mg/ml)
{Sandimmune, Sandoz; Suiza). La solucién oral fue diluida en aceite de oliva como vehiculo vy
mezclada mediante agitacién a 2000 r.p.m. durante 2 min; de esta mezcla se tomaron 0.5 mL para
administrar la dosis correspondiente a través de una canula orogastrica. La solucién intravenosa, se
diluy6 en una solucién de NaCl 0.9% y se mezclé mediante agitacion a 2000 r.p.m. durante 2 min.
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 regién abdominal) en la cavidad
intraperitoneal.

El tratamiento se realizd mediante un esquema de administracion establecido previamente (lbarra y
cols. 1996b):

* Se inicio 48 h antes del procedimiento quirargico administrando la CsA por via oral, a una dosis
de 5 mg/kg/12h.

* Durante las primeras 72 h poslesion, la CsA se administrd por la via intraperitoneal a una dosis
de 2.5 mg/kg/12h y posteriormente se continué administrando a dosis de Smg/kg/12h por la via

oral hasta el final del experimento.

Fvatuacion de los niveles de la ciclosporing-A

Los niveles séricos de CsA se determinaron mediante radioinmunoanalisis en los grupos I, [1y 111 a

los 15, 45 y 90 dias después de la lesion.




Obtencion y procesamiento de las muestras.

Se obtuvieron 0.5 mL de sangre mediante puncion intracardiaca con una jeringa de tuberculina.
Una vez obtenida la muestra, se dejo reposar por 30 min y previa retraccion del coagulo, se
centrifugd a 1000 r.p.m. a temperatura ambiente (TA) durante 13 min. Posteriormente se tomaron

300 ul del suero obtenido en cada muestra y se congelaron a -20°C hasta ser procesados.

Técnica de radioinmunoanclisis

Se utilizo el kit CYCLO-Trac SP (INCSTAR Corporation, Stillwater, MN) para determinacion de
CsA en suero/plasma. La técnica se realizd de acuerdo a las instrucciones recomendadas en el kit.
Este kit emplea un anticuerpo monoclonal especifico para CsA, mismo que no presenta reaccion

cruzada con alguno de sus metabolitos.

Los resultados fueron calculados obteniendo una curva de calibracion graficando el porcentaje de
unién contra el logaritmo de la concentracion de los estandares para calibracion. El porcentaje de

union (U/Uo) fue calculado mediante la siguiente formula .

CPM del estandar o muestra a analizar - CPM de UNE

UMD (%)= —mmmmmmmmmsm oo o oo oo e e oo s s m s X 100
CPM del estandar 0 - CPM del NSB

Nanda:

. Se calculd el promedio de las cuentas por minuto (CPM) de cada estandar y cada muestra a
analizar.

2. Se restd el promedio de CPM del los tubos de union no especifica (UNE) a todos los tubos.

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

4. En una hoja de papel semilogaritmico se anoté el porcentaje de union para los estandar
CYCLO-Trac en el eje de las "Y" y su respectiva concentracion en el eje de las "X

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

grafica de calibracion.




6. Se interpolaron los niveles de ciclosporina de las muestras a analizar.
7. Se calculd la capacidad de unidén méaxima dividiendo las CPM del estandar O entre el promedio

de las cuentas obtenidas en los tubos de cuenta total.
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FIGURA I Curva de cahbracion obtenida utilizando el sistema CYCLQO-Trac SP para la medicion
sérica de CsA,

Prueba de hemaghtinacion

Para la realizacién de esta prueba las ratas estudiadas fueron inmunizadas con eritrocitos de carnero

para evaluar la respuesta inmune a un antigeno timodependiente.

Obtencion y preparacion de los eritrocitos de carnero

A un carnero se le extrajeron 15 mL de sangre, misma que fue colocada en un recipiente estéril y
mezclada con un volumen igual de solucién Alsever estéril (0.07 M de NaCl, 0.02 M de citrato de
Nay 0.002 M de acido citrico). Inmediatamente después se dejo en refrigeracion a 4 °C  hasta su
uso {7 dias después ). El dia en que se inici6 la inmunizacion, se centrifugaron 3mL de la sangre
durante 10 min a 1500 rrpm. y en seguida se agregd | mL de agua destilada para lisar los

eritrocitos. Se centrifugd nuevamente, desechandose el sobrenadante. Inmediatamente después se
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realizaron 3 lavados con solucion salina al 0.75% y al boton se le agregaron 300 ul de la misma

solucion para y fueron inoculados finalmente por via intraperitoneal a la rata.

Protocolo de inmunizacion

El dia cero (inicio de la inmunizacion), se inocularon 300 pl de eritrocitos de carnero via
intraperitoneal inmediatamente después de haber sido preparados. Tres dias después de esta
primera inmunizacion se realizo una segunda llevando a cabo el mismo procedimiento y 7 dias
después de la primera inmunizacion se obtuvo por via intracardiaca 1 mL de sangre de cada rata

inmunizada para realizar la técnica de hemaglutinacion.

Procesamiento de las muestras de sangre
Una vez obtenidas las muestras, se dejaron reposar a TA por 30 minutos y posteriormente previa

retraccion del coagulo, se centrifugaron por 20 min TA a 1500 r.p.m.. Después se obtuvo el suero

correspondiente y se decomplementd incubandolo durante 20 min a 56°C. Finalmente, los sueros

fueron congelados a -20°C hasta ser utilizados.

Técnica

l. Se obtuvieron 5 mL de sangre de carnero, mismos que se mezclaron con un volumen igual de
solucion Alsever.
2. Esta mezcla se dejo en refrigeracion a 4°C por 4 - 7 dias.
3. Posteriormente los eritrocitos de esta mezcla, fueron lavados con una solucion amortiguadora de
fosfatos 0.1 M, pH 7.2 y se diluyeron 1:50 en la misma solucion, para realizar la prueba de
aglutinacion.
4. En placas de 96 pozos con fondo en "U" se colocaron 50 pL del suero problema o testigo en el
primer pozo de la primera fila de pozos y se realizaron diluciones seriadas dobles a lo largo de la

fila hasta terminar con una dilucion final de 1:2048 y un volumen parcial de 251l en cada pozo.
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5. Posteriormente se agregaron 25pl de la solucidn de eritrocitos diluidos 1:50 en PBS, para
obtener un volumen final de 50 p! por pozo.
6. Una vez que se realizé esta mezcla, se dejo reposar por 30 min TA, y se observaron a simple

vista los sitios donde se llevé a cabo la aglutinacion.

Citofluorometria

Obtencion y procesamiento de la muestra.

Se obtuvieron 0.5 mL de sangre de las ratas mediante puncién intracardiaca con una jeringa de
insulina previamente cargada con acido etilendiamino-tetra acético (EDTA) 025 M como
anticoagulante. Una vez obtenida la muestra se agitd suavemente y se dejo reposar a TA hasta ser
utilizada,

Técnica

I. Se colocaron 20 pl del primer anticuerpo diluido 1:50 (anti-CD8) y 1:200 (anti-CD4) en una
solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7.4 + suero fetal bovino (SFB) al 2%.

2. Se agregaron 100 pl de la sangre problema.

3. Seincubd por 20 min TA.

4. Al término de la incubacion se agregaron 2 mL de solucién de lisis (Isoton II de Culten) y se
dej6 incubando durante 6 minutos.

5. Se agregaron 2 mL de PBS y se centrifugd por S min. TA a 1000 r.p.m..

6. Se desecho el sobrenadante y se resuspendieron las células en 50 I de PBS.

7. Se agregaron 20 ul del segundo anticuerpo (anti-lgG de raton acoplada a isotiocianato de
fluoreceina) a una concentracion de 10 pg/mL diluido en PBS.

8. Seincubd a TA y en la obscuridad por 30min.

9. Al terminar la incubacion se agregaron 4 mL de PBS y se centrifugd la muestra 5 min. TA a

1000 rpm
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10. Se resuspendieron las células en 1 mL de una soluciéon PBS y se procedi6 a la lectura en un
citofluorometro (Facsort, Becton Dickinson), bajo el sistema sort 32 y el programa de analisis

Lisis 2.

Ivaluacion de la proporcion de células inmunes en la zona de lesion

Se formuld una escala ordinal tomando como base el numero de células presentes en un campo con
amplificacion de 100X. Se establecieron 3 grados:

Grado 0: Sin células presentes

Grado I ] a2 células por campo

Grado I1: 3 a 4 células por campo

Grado 111: 5 a 6 células por campo

Este estudio se realizo a los 15 dias poslesion y solo en los animales de los grupos experimentales

{grupos 1 y II).

Proliferacion celular

Obiencion del extracto crudo de médula espinal

Se sacnificaron 15 ratas hembras Fischer 344, singénicas y sin lesidn de la médula espinal, mediante
inhalacion con éter etilico e inmediatamente se procedi6 a realizar laminectomia de toda la columna
vertebral hasta dejar expuesta la médula espinal en toda su longitud. Una vez expuesta, se realizd
un corte transversal a la medula espinal a nivel de la segunda vértebra lumbar y con una pinza de
Kelly se tomo Ja médula en este extremo y poco a poco se desprendieron las raices nerviosas con
una navaja de bisturi del nimero 11 hasta llegar a nivel de la primera vértebra cervical
Posteriormente se realizo un nuevo corte transversal a la médula en esta misma region para poder
extirparla. Una vez obtenida, se colocd inmediatamente en una solucton de Tris 0.010 M pH 8 a
4°C Posteriormente se procedi6 con los siguientes pasos (todos a una temperatura de 4°C)

I. Con la ayuda de un microscopio quirrgico, se retiraron en su totalidad las meninges.
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2. Ya sin meninges, las médulas fueron despojadas de todo residuo de sangre mediante lavado
suave con el mismo Tris.

3. Todas las médulas se colocaron en 4 mL de una solucién inhibidora de enzimas (N-tosil-L-
fenilalanina clorometil cetona (TLCK) Img/mL, N-tosil-fenilalanina clorometil cetona (TPCK)
Img/mL y Feniimetil sulfonil fluoruro (PMSF) 0.1 M en Tris base 0.010M).

4. En dicha solucion y con la ayuda de un emulsificador tubular de cristal, se emulsificaron las
médulas por un periodo de 15 min.

5. Se dej6 reposando la solucion emulsiﬁcada durante 15 min.

6. Al término de los 15 min la solucion fue centrifugada a 2000 r.p.m. 4°C durante 10 min.

7. Se tomé el sobrenadante y se realizd cuantificacién de proteinas del mismo, dando como
resultado un total de 1.8 mg/mL..

Obtencion de los ganglios y preparacion de la muestra

Bajo anestesia y en condiciones de asepsia y antisepsia se realizo un corte longitudinal de la region
media del maxilar inferior a la region media de! esternon. Se diseco el tejido subcutaneo y se
localizaron los 4 ganglios cervicales (2 en cada extremo de la cadena cervical). Se disecaron y se
extrajeron para ser colocados inmediatamente en solucién de RPMI+ suero fetal bovino (SFB) al
20% para posteriormente ser macerados (sin llegar a triturar) con el émbolo de una jeringa estéril,
para obtener las células que fueron utilizadas en los estudios de proliferacion celular.

Técnica

1 Las células en suspension, se centrifugaron a 1000 rpm TA durante 4 min.

2. Se desecho el sobrenadante y las células se resuspendieron en RPMI+SFB para ser nuevamente
centrifugadas. De esta forma se lavaron las células veces.

3. Se procedio a contar las células y a verificar su viabilidad con azul de tripano al 2%.

4. En placas de 96 pozos para cultivo de células, se colocaron 200,000 células por pozo en
RMPI+SFB.

5. A cada pozo se le agregaron 1001l ya sea de RPMI + SFB (testigo negativo), RPMI + SFB

mezclado con un extracto crudo de médula espinal a diferentes concentraciones, o bien RPMI +
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SFB mezclado con un mitdgeno (concanavalina-A vy fitohemaglutinina) (testigo positivo) como

sigue:
2 7 11 12

0 QOOW\ \)O \_/QQ
BQwOOO’(OquQ

Células + RPMI: Ala A3

A N

Células + extracto crudo de médula espinal (15ug/mL): A4 a A6

Céluias + extracto crudo de médula espinal (30pg/mL): A7 a A9

Células + extracto crudo de médula espinal (50pg/mL); A10 a Al2

Células + concanavalina A (ConA) (Sug/mL): B1 a B3

Células + fitohemaglutinina (PHA) (10ug/mL). B4 a B6

6. Se incubaron las placas a 37°C en presencia de 5% de CO;

7. Setenta y dos horas después, se agregd 11 curie de timidina-H® por pozo.

8. Veinticuatro horas después las células fueron procesadas en un cosechador (Skatron
Instruments)

9. La muestra correspondiente a cada pozo se colocéd en viales que contenian 5 mL de liquido de
centelleo (Aquasol, Sigma Corp.)}

10. Todas las muestras fueron evaluadas en un analizador de radioactividad 8 Beckman LS 6000

TA para obtener los valores correspondientes expresados en cuentas por minuto.
Una vez obtenidos los valores, se procedid a promediar cada triplicado y el valor resultante se

utihizé para obtener el indice de proliferacion (IP) correspondiente, mismo que resultd de dividir

las cuentas por minuto promedio de los pozos problema entre las cuentas por minuto de los pozos
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testigo (células + RPMI). Se tomo como IP positivo aquel que fuera igual o mayor a 1.5, tomando
en consideracion que el antigeno utilizado en esta prueba (extracto crudo de médula espinal) fue
un antigeno homélogo y que en los estudios de proliferacidn con células de rata sin lesion (testigo)
el IP no rebasé el [P de 1.1.

Estudios morfologicos

Las ratas se sacrificaron a los tiempos descritos en el disefio experimental.

Morfometria del tejido preservado (estudios con microscopia de luz).

Para determinar mediante estudios morfométricos el porcentaje de tejido preservado en la médula
espinal después de la lesidn, previa anestesia con una mezcla de ketamina (77.5 mg/kg) e
hidrocloruro de xilazina (12.5 mg/kg), los animales se perfundieron via intracardiaca con 50 mL de
solucion fisioldgica mas 1000 Ul de heparina a temperatura ambiente, seguida de 500 mL de
formaldehido al 10% . Ambas soluciones se perfundieron a una velocidad de 30 mL/ min con el
empleo de una bomba peristaltica. Al término de la perfusion se extrajo la médula espinal para
obtener un segmento que abarcara 1.5 cm a partir de la region aparente del epicentro de la lesion,
hacia el segmento caudal y hacia el segmento cefalico de la médula. Dicho segmento se coloco libre
de meninges en la misma solucion con que fue perfundida hasta el momento de ser procesada.
Posteriormente se sigui6 el procedimiento de rutina para embeber el espécimen en parafina:

I. Deshidratacidn en alcoholes graduales (alcohol etilico al 50%. 80%. 95% v alcohol absoluto. 30
min en cada uno),

2. Aclaracion en 2 bafios de xileno (media hora en cada uno),

3. Colocacion en parafina a 57°C durante 2 horas y posteriormente inclusion en un molde metalico
dejandose enfriar a 4°C.

Se realizaron cortes longitudinales seriados de 30um de espesor hasta {legar a la zona del canai
ependimario (zona central de la médula espinal) en un microtomo Spencer 820 (American Optical
Company), a partir de este momento se realizaron cortes secuenciales de Sum de espesor de los

cuales se tomaron muestras de la region donde se observo el canal ependimarto en mayor grosor.
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Los cortes seleccionados se pasaron a un bafio de flotacion con agua a 45°C (a cada litro de agua
se le agregaron 0.5 g de gelatina bacteriologica) y luego se colocaron sobre laminillas de vidrio
convencionales para ser tefiidas finalmente con hematoxilina-eosina (HE) para su estudio
morfométrico (Luna 1960). Una vez teiiido y montado cada espécimen, se procedio a fotografiar
la zona de lesion a una amplificacion de 4X. La morfometria del tejido preservado se llevo a cabo
mediante un método estereologico (Weibel 1979). colocando un papel milimétrico sobre las
impresiones fotograficas, se dibujo el contorno del tejido preservado con un plumén fino (ver
figura 2). Esto se realiz6 en forma ciega.

En el papel milimétrico se contaron los cuadros de 0.5 cm por lado (25 mm?) que contenian el
tejido medular preservado en ambos ejes, horizontal y vertical. En los casos en que en algun punto
el tejido preservado abarcaba solo una parte de los cuadros se tomoé la siguiente regla: cuando la
parte abarcada del cuadro era mayor a la mitad del mismo se conté como cuadro completo. Cuando
la parte abarcada del cuadro representaba la mitad del mismo, se contaba como cuadro completo
una mitad si y otra no. Finalmente, cuando la parte abarcada del cuadro representaba menos de la
mitad del mismo no se tomo en cuenta para el conteo.

Una vez que se obtuvo el nimero total de cuadros, éste fue multiplicado por 25 (area total en mm’

de cada cuadro) para el area aparente (AA). Posteriormente se realizd la siguiente regla de tres:

Donde 1024 es el factor de amplificacion total que resultd de multiplicar 32 x 32, El nimero 32
resulté a su vez de multiplicar el aumento del objetivo (2X) por el aumento del objetivo fotografico
(5X) por el aumento del negativo (3.2X): 2x5x3.2=32=1mm; 32x32=1024= |lmm’
Finalmente X fue el area total en mm?,

El area en mm’ obtenida en los grupos testigo fue considerada como 100% de tejido medular
preservado. El porcentaje total de tejido preservado en los grupos experimentales fue obtenido a

artir del drea en mm’, mediante una regla de 3 tomando como 100% el valor de los grupos testigo.
p 24 grup g
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FIGURA 2. Forma en la que se determing el area de tejido preservado. A) Corte longitudinal de
médula espinal sin lesion, indicando con linea negra el area de tejido analizado; B) Proyeccion de
este corte al papel milimétrico. C) Corte longitudinal de médula espinal con lesién, indicando el
tejido preservado; D) Proyeccion del tejido preservado al papel milimétrico. Flechas= canal

ependimario; TP= Tejido preservado, TD= Tejido dafiado.
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Morfometria ultraestructural (Estudios con microscopia electronica) . El indice de mielinizacion
(IM) o radio “g” se ha empleado para establecer el espesor relativo de la vaina de mielina. Mientras
mas pequefio sea el IM existira una cubierta de mielina proporcionalmente mas gruesa, es decir un
axon mielinizado presentar indices inferiores a la unidad y uno amielinico tendra un IM igual a |
(Guy y cols. 1989). Para conocer el IM de los axones de la médula espinal en los 4 grupos y en los
diferentes tiempos después de la lesion, las ratas elegidas para este estudio fueron perfundidas via
intracardiaca con 100mL de una solucion amortiguadora de cacodilatos 0.15M, NaCl 0.1M, pH
7.4 mas 1000 Ul de heparina a 4°C, seguida de 500 mL de glutaraldehido al 1%, paraformaldehido
al 1.25 %, CaCl2 al 0.05% y sacarosa 0.025 M en una solucién amortiguadora de cacodilatos
0.1M, pH 7.4 a 4° C. La osmolaridad final de la solucién fue de 758 mOsM / L. Ambas soluciones
se perfundieron a una velocidad de 30 mL/min con el empleo de una bomba peristaltica.

Al término de la perfusion se extrajo un segmento de 1 cm de longitud (5 mm a cada lado de la
zona del impacto) y se colocé libre de meninges en una segunda solucion fijadora (glutaraldehido
al 2.5%, CaCl2 al 0.05% y sacarosa 0.025 M en solucion amortiguadora de cacodilatos 0.15M.,
pH 7.4) por un lapso de 2 horas, al término de! cual se realizé el siguiente procedimiento:

I Del segmento obtenido se realizaron cortes de 400 um de ancho, en un vibratomo y en presencia
de amortiguador de cacodilatos 0.15 M, NaCl 0.1 M.

2. Los cortes se realizaron del extremo caudal al extremo cefalico del segmento medular y se eligio
el epicentro del impacto (fragmento que presentd ta mayor destruccion det parénquima medular).

3. El fragmento elegido, fue inmediatamente posfijado en una solucion de tetradxido de osmio al
2% en amortiguador de cacodilatos durante una hora y media a 4°C. A partir de este paso todo se
realiz¢ bajo agitacion.

4. Se deshidratd en aicoholes graduales (50%. 70%. 80%, 96% ) 10 min cada uno y finalmente se
incubo en alcohol absoluto 15 min x 4 veces.

5. Se inicio la infiltracion incubando la pieza en 4 volimenes de alcohol absoluto por uno de la

resina Spurr, durante 2 horas
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6. Le siguid otra incubacién durante 2 horas con 3 volimenes de alcohol absoluto por 2 de la
resina,

7. Posteriormente se dejo toda la noche a TA sin agitacion en 2 volumenes de alcohol por 2 de la
resina.

8. Al dia siguiente se continud con la infiltracién incubando la pieza durante 2 horas en 2
volumenes de alcohol por 3 de la resina.

9. Para terminar con la infiltracién, se incubd la pieza durante otras 2 horas, con | volumen de
alcohol por 4 de la resina Spurr.

10. Terminada la Gltima incubacion, se coloco la pieza en resina pura y se dejo en una caja de
silicagel a TA toda la noche.

L1. Finalmente la pieza se incluyo en la misma resina y se dejo en una estufa a 60°C durante 3 dias.

Una vez incluidas las piezas, se prepararon cortes semifinos de lum de espesor en un
ultramicrotomo, mismos que fueron tefiidos con azul de toluidina al 1% para ser observados a
100X en un microscopio de luz con el fin de seleccionar el 4rea de interfase destruccién - tejido
preservado, en el corddn lateral derecho (ver figura 3). Este sitio fue elegido en primer lugar
porque en €l se localizan algunos fasciculos descendentes como el cerebroespinal lateral (piramidal
cruzado) que se encarga de movimientos voluntarios vy el rubroespinal que se encarga del tono
muscular. Ademas al llevar a cabo la estandarizacion del método de lesion, este sitio fue en el que
quedaba tejido que pudiera ser analizado en la mayoria de los animales. Una vez elegido el sitio, se
procedid a realizar los cortes finos (80-90 nm) para finalmente montarlos en rejillas de cobre de 400
espacios donde posteriormente se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo.

Los cortes ast preparados se observaron en un microscopio electronico de transmision y, se
eligieron para ser digitalizadas las zonas de mayor destruccion que ademas contenian gran namero
de axones. En cada espécimen se digitalizaron por lo menos 8 imégenes distintas de 1000X y
1670X en el formato del software Zeiss Analysis 2.1. Con este software se analizd el area de a

fibra y el area de la fibra mas la mielina (4rea axonal) de por lo menos 200 axones en cada




espécimen. A partir del area se obtuvo el diametro de la fibra (DF) y el diametro axonal (DA}
mediante las siguientes formulas (Karnes y cols 1977; Little y cols. 1994):
DF = 2 x Vareadelafibra/n

DA =2x Vareadel axon/ n

Contando con el DF y el DA de cada ax6n, se obtuvo el IM axonal, mismo que resultd de dividir:
DF /DA
El cociente resultante de esta operacion se consideré como el IM axonal. Se promediaron los [M

de cada grupo en cada corte y se obtuvo el IM para cada uno.

Tejdo destruido Zona elegida

Tejido preservado

FIGURA 3. Corte transversal del segmento lesionado. Sitio que se eligio para realizar los cortes

finos y el analisis morfométrico.

Evaluacion clinica de la capacidad funcional

Antes de ser sometidos al procedimiento quirurgico, todos los animales se sometieron dos veces a
las pruebas funcionales programadas con intervalo de 15 dias, para obtener los parametros de
normalidad.

Se aplicaron 2 pruebas que evaluaron en forma fina la recuperacion de la funcion motora del tren
posterior en las ratas estudiadas. Dichas pruebas fueron: la prueba de analisis de las huellas

podalicas y la de deambulacion sobre reja de alambre. Ambas fueron aplicadas a los 15, 45 y 90
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dias después del procedimiento quirirgico. Para cada prueba, un observador previamente entrenado
pero sin saber a que grupo pertenecia cada animal, y con variabilidad intraobservador mayor de

0.7, determind la calificacion correspondiente.

Andilisis de las huellas poddlicas

Para esta prueba se les puso tinta de diferente color a las patas anteriores y posteriores. Se coloco
al animal en una pasarela construida de acrilico {de 1.60 cm de longitud y 10 cm de ancho) y con
cartulina blanca en la superficie. Para que los animales aprendan a caminar sobre la pasarela, se les
condiciono tres semanas antes de la cirugia. El analisis de las huellas se obtuvo del promedio de las
medidas de 6 pasos consecutivos, obtenidos de la porcion media del recorrido. Se analizo la base de
sustentacion (BS) (distancia entre las dos patas posteriores) y la longitud de zancada (LZ)
(distancia entre las huellas de dos pasos consecutivos de cada una de las extremidades posteriores
por separado) (ver figura 4a) Las mediciones se expresaron en centimetros y el total de 3
mediciones se dividio entre 3 para obtener un promedio en cada uno de los parametros evaluados.
En el caso de la LZ el valor correspondi¢ a cada extremidad por separado por lo que para la
evaluacion de la tendencia y para el analisis estadistico se sumaron los resultados y se tomo en

consideracion el promedio de ambas extremidades.

Deambulacion sobre reja de alambre (DRA)

Se evalu¢ la capacidad del animal de atravesar una reja de alambre elevada sobre el piso. misma que
tiene barras con un claro de separacion de 3.7 cm entre cada una (espacio mayor a la longitud total
del pie de la rata) (ver figura 4b). La prueba durdé 3 minutos de los cuales el animal camind al
menos 30 segundos, o 15 pasos. La caminata fue filmada en video y se analizo en camara lenta. Se
contd el nimero total de pasos fallados (caidas) y de pasos acertados (apoyo de la planta sobre el
alambre). De los valores resultantes, se obtuvo un indice que correspondié al cociente obtenido de

dividir el numero de pasos fallidos entre el nimero total de pasos (fallidos + acertados).
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FIGURA 4. Pruebas de evaluacion clinica. a) Longitud de zancada y base de sustentacion. b)

Deambulacion sobre reja de alambre. LZ= longitud de zancada; BS= base de sustentacion; BSl=
base de sustentacion izquierda; BSD= base de sustentacion derecha, BST= base de sustentacion

total




Consideraciones técnicas para la evaluacion

Para las dos pruebas, se tomd como base de comparacion los valores normales obtenidos en los 72
animales estudiados, antes de ser lesionados. Se consideraron como limites de normalidad a los
encontrados por arriba del percenti! 25 (de la curva de distribucién) en el caso de la DRA y entre €l
percentil 25 y 75 en el caso del analisis de las huellas podalicas (BS y LZ). En el caso de la DRA
los valores desde la percentila 25 y mayores se consideraron como el 100% de eficiencia de la
prueba y los encontrados por abajo de dicha percentila tomaron el valor porcentual
correspondiente en orden decreciente. La asignacion de 0 6 100% se hizo de acuerdo a una regla
de 3 en donde el 100% fue el valor de la percentila 25 y el porcentaje buscado se obtuvo en
funcion al valor obtenido en la prueba clinica. En el caso de la BS y LZ se considero la diferencia
entre el valor minimo y maximo obtenidos de ratas normales y éste se resté a la percentila 25 y se
sumé a la percentila 75 para conocer e] 0% de eficiencia de la prueba. Los valores intermedios
entre la percentila y el valor determinado como 0% de eficiencia, constituyeron el porcentaje que
mientras mas cerca se encontrara de la percentila (25 6 75). el porcentaje era mayor, mientras que
los valores que se encontraban entre las percentilas 25 y 75 correspondieron al 100% de eficiencia.
La diferencia entre el valor minimo y el maximo (valor M) corresponde al 100 %. El valor obtenido
en la evaluacion fue restado a la percentila correspondiente (segin su localizacion por abajo o por
arriba de las percentilas) y el valor resultante (valor R) se tomé para realizar una regla de tres
donde el valor M enrreennndia al 10097 -+ D 2l Boicouiqe probiema. rosterniormente, al valor
obtenido en esta ultima operacion, se le restaron 100 para conocer finalmente el porcentaje de
eficiencia convirtiendo a positivo el nimero obtenido (ver ejemplo).

Ijemplo:

Percentil 25%  8.6; Percentil 75%- 10.5; Valor mdaximo [2.9; Valor minimo- 6.4 ;. Valor
obtendo en la evaluacion= 7.6

12.9-6.4= 6.5 ewmonces —*  [05+6.5 - 17 y 86-6.5- 2!




100% ef.

- | | |
I 1 | 1

ef(0%) 2.1 8.6 10.5 17 (0%)ef.

Asi pues:

8.6-76=1 — 6. 5-euan 100%— 15.4 - 100 ~ 84.6% de eficiencia

Método estadistico

Se realizo estadistica descriptiva: se calcularon promedios, porcentajes y se elaboraron graficas de
lineas y de barras en los casos que lo ameritaban.

Para determinar que tipo de pruebas estadisticas podian utilizarse en el analisis de los datos, todas
las evaluaciones resultantes se sometieron a pruebas de normalidad. Se propuso que st la
distribucion de los valores de una variable determinada mostraba una distribucion normal en todos
los casos, se realizaria una prueba estadistica paramétrica, pero si en uno o mas de los casos la
distribucién era anormal, se utilizaria una prueba no paramétrica . En todos los casos la

probabilidad de demostrar diferencias entre los grupos, se taso que fuera igual o menor a 0.05.

Citofluorometria vy estudios de hemaglutinacion

Para conocer la diferencia estadistica entre los grupos . 11 y 11l se propuso la prueba parametrica

de analisis de varianza o la no paramétrica de Kruskall-Wallis,

Iostudios de proliferacion celular

Para conocer la diferencia estadistica entre los grupos 1 y I1, se propuso la prueba paramétrica 't de

student” o la no paramétrica U de Mann-Whitney. Para conocer la diferencia estadistica entre los
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cuatro grupos estudiados, se propuso la prueba paramétrica de analisis de varianza o la no

paramétrica de Kruskall-Wallis.

Estudios _morfométricos (indice de mielinizacion,_ distribucion _del _indice de _mielinizacion y

distribucion del dicemetro axonal).

Para conocer la diferencia estadistica entre los 4 grupos estudiados con respecto al IM.  se
propuso la prueba paramétrica de analisis de varianza o la no paramétrica de Kruskall-Wallis. En lo
que respecta a la distribucion del IM v del didmetro axonal, se propuso la prueba exacta de Fisher o
la prueba Z para conocer la diferencia estadistica entre los grupos experimentales y entre el grupo

testigo y cada uno de los grupos experimentales.

Evaluacion clinica

Para conocer la diferencia entre los grupos 1 y 11 se propuso la prueba paramétrica “'t de student”

o la no paramétrica U de Mann-Whitney.

Consideraciones éticas del uso de animales en experimentacion biomédica

Para la realizacion del presente proyecto. se tomaron en cuenta los lineamientos establecidos en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud (Titulo Séptimo
Ma la Invertiznsiss Guc incluya la uiicaciOn de animales ge expernimentacion) (Ley General de

anru

Salud 1990).




RESULTADOS

Analisis estadistico

En la mayor parte de los casos el analisis de normalidad revelé que los datos en cada grupo
presentaban una distribucion anormal, es decir muy heterogénea. Por este motivo, practicamente
en todos los casos, las comparaciones entre los diferentes grupos se llevaron a cabo mediante

pruebas no paramétricas, mismas que se especifican para cada estudio.
Evaluacién de la inmunosupresion
Para demostrar que los animales tratados estaban correctamente inmunosuprimidos, se realizaron

varias pruebas de evaluacion.

Ivaluacion de los niveles de ciclosporinag-A

Se corrobord que los niveles de CsA se encontraran dentro de los valores considerados como
niveles terapéuticos, analizando la concentracion sérica del farmaco en los grupos [ 11 y Il En la
figura 5 se observan los niveles de CsA a los 15, 45 y 90 dias después de iniciado el tratamiento
Quince dias después de iniciado el estudio. los dos grupos que recibieron el tratamiento (grupos 1 y
[il), presentaron niveles de CsA por arrniba de la concentracidon minima terapéutica (125ng/mb) vy
por debajo de la concentracion minima toxica (2000ng/mL). Dichos valores se mantuvieron a los
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FIGURA 5. Niveles de ciclosporina-A 15, 45 y 90 dias poslesién. Ratas con: LTME+ CsA (barras

vacias), LTME sin CsA (barras negras) y laminectomia + CsA (barras grises).

Andlisis citofluoromeéirico

En la figura 6, se observa que el porcentaje de linfocitos T CD4+ antes del tratamiento es similar en
los 3 grupos estudiados y concuerda con los valores considerados como normales en rata (35-
45%). Dichos valores se mantuvieron a los 15 y 45 dias después del tratamiento. A los 90 dias, se
observo un incremento con respecto a los valores correspondientes al dia 0, mismo que no fue

Citadisticancuic aiéll;i‘lbdli\lu (Kthkaii waills, p=u.ug}
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FIGURA 6. Porcentaje de linfocitos CD4+ en sangre periférica de los 3 grupos estudiados. Ratas
con: LTME+CsA, grupo 1 (barras vacias); LTME sin CsA. grupo Il (barras negras) y laminectomia

+ CsA, grupo 111 (barras grises).

En la figura 7 se observa el porcentaje de linfocitos T CD8+ en los 3 grupos estudiados. Los
valores basales son muy similares en los 3 grupos y concuerdan con los valores considerados como
normales en rata {23- 30%). El porcentaje de estas células se mantuvo constante en los 3 grupos a
lo largo del experimento. Los valores observados en los grupos con LTME (grupos | y 1) no
presentaron variacion significativa durante el estudio. El grupo de ratas sin lesion (grupo HI)
presentd un ligero incremento a los 90 dias del seguimiento, mismo que no fue estadisticamente

significativo con respecto a los grupos 1y 1.
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FIGURA 7. Porcentaje de linfocitos CD8+ en sangre periférica de los 3 grupos estudiados. Ratas
con: LTME+CsA, grupo | (barras vacias), LTME sin CsA, grupo I (barras negras) y laminectomia

+ CsA, grupo 111 (barras grises).

Anetlisis de la respuesia innne conira antigenos timo-dependienies

En la figura 8 se observa la respuesta contra un antigeno timo-dependiente en los diferentes grupos
estudiados. Siete dias después de iniciado el tratamiento el titulo de anticuerpos en los grupos
tratados con CsA fue significativamente menor al observado en los animales no tratados (Kruskall
Wallis; p<0.05). Por otra parte, los ammates con LTIVIE Sl CSA (lupu 11y, presuiiardi Hiuies
significativamente menores a los que presentaron los animales sin lesion y sin CsA (grupo V)

(Kruskall Wallis; p<0.05). Estos valores se mantuvieron durante todo el seguimiento.
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FIGURA 8. Evaluacion de la respuesta humoral por hemaglutinacion a un antigeno
timodependiente (eritrocitos de carnero) en los grupos estudiados. Ratas con: LTME + CsA, grupo
I {circulos); LTME sin CsA, grupo li (cuadros); laminectomia + CsA, grupo L1 (triangulos) y sin

procedimiento quirargico y sin CsA, grupo IV (cruces).

Evaluacion de la proporcion de células inmunes en la zona de fesion

Las ratas con LTME+CsA presentaron un grado | (1 a 2 células por campo)de la escala propuesta,
mientras que los animales con LTME sin CsA presentaron un grado 1Il (5 a 6 células por campo).
La figura 9 demuestra que los animales que recibieron el tratamiento con CsA presentaron menor
proporcion de células inmunes en la zona de lesion, con respecto a los animales que no recibieron el

tratamiento, en este Gltimo caso se observaron sobre todo macréfagos e incluso linfocitos T.




FIGURA 9 Micrografias de luz de cortes de médula espinal de animales con LTME, 15
dias después de la lesion. LTME + CsA (A y B) y sin CsA (C y D). En la figura A.
observamos una de las zonas con mayor destruccion. En este caso se aprecia, un moderado
numero de axones de diverso calibre (flechas) todos con una vaina de mielina compacta.
Ademas se observan restos citoplasmicos y camulos de astrocitos. En la figura B se ilustra
una region con menor destruccion de tejido neural en la que observamos también algunos
astrocitos, axones de diverso calibre (flechas), algunos fibroblastos, restos citoplasmicos y
macrofagos. En la figura C se ilustra una zona de mayor destruccion en uno de los animales
no tratados con CsA. En las regiones perivasculares se observan numerosos macrofagos que
contienen restos celulares. En el inserto de la figura C se observa un linfocito tomado de
una zona aledafia a la imagen presentada. Finalmente en la figura D se presenta una zona con
gran cantidad de macrofagos y otros tipos célulares que parecen ser fibroblastos y
oligodendrocitos. RC= restos citoplasmicos, A= astrocitos, F= fibroblastos; L= linfocito;,

M= macrofago; O= oligodendrocito. Barra = 24pum.






Respuesta celular especifica

En la figura 10 se observa el IP (indice de proliferacién) de los 4 grupos estudiados, quince dias
después de iniciado el estudio. Las ratas de los grupos testigo (grupos I1l1 y 1V) no presentaron
proliferacion celular a ninguna de las concentraciones del extracto crudo. Entre ambos grupos no
existi6 una diferencia significativa en el IP. Por otra parte, los animales lesionados que recibieron
CsA no presentaron un 1P significativamente mayor al de los grupos testigo (p= 0.3). Los animales
lesionados sin CsA, presentaron un IP positivo y ademas significativamente mayor (p= 0.05) al
de los grupos testigo; mas aun, fue mayor al de las ratas con LTME + CsA, sobre todo cuando se
utilizd una concentracién de 30um/mL de antigeno en los experimentos. con las demas
concentraciones la diferencia no fue significativa. ‘La respuesta a mitdgenos, no presento
diferencias significativas entre los grupos en relacién a la proliferacion a ConA, sin embargo. con
respecto a la PHA, en las ratas con LTME el IP se observo significativamente menor al que

presentaron los grupos sin lesion (p< 0.05).
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FIGURA 10. Indice de proliferacion de linfocitos 15 dias después de iniciado el estudio. A y B
proliferacion al antigeno neural. A} Grupos testigo, ratas con: laminectomia y sin CsA (barras
blancas); laminectomia + CsA (barras a rayas). B) Grupos experimentales, ratas con: LTME + CsA
{barras blancas), LTME sin CsA (barras negras). C) Respuesta general a mitdgenos. ratas con:
LTME + CsA (barras blancas); LTME sin CsA (barras negras), laminectomia + CsA (barras a
cuadros); laminectomia sin CsA (barras con rayas horizontales). ** Significativamente diferente a

LTME+CsA (p<0.05).* Significativamente diferente a tos grupos con LTME (p<0.05).

59




Cuarenta y cinco dias después, (figura 11), no se observaron cambios significativos en lo referente
al IP contra e! antigeno neural (extracto de médula espinal). Los animales de los grupos I (LTME
+ CsA) y 11 (laminectomia + CsA) continuaron con IP de 1.0 y las ratas del grupo 11 (LTME sin
CsA) con un IP positivo (figura 11 A). En este caso, el IP de los animales con LTME sin CsA
siguié siendo significativamente mayor (p = 0.05) al de los otros grupos. Por otra parte. la
respuesta a ConA siguid presentandose sin diferencias significativas entre los 3 grupos y mas aun.
tampoco se observaron en este caso diferencias significativas cuando las células se incubaron con

PHA (p> 0.05) (figura 11 B).
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FIGURA 11. Indice de proliferacion de linfocitos, 45 después de iniciado el estudio. A)
Proliferacion celular al antigeno neural en los grupos estudiados. B) Respuesta general a
mitogenos Ratas con:  LTME + CsA (barras blancas); LTME sin CsA (barras negras),

laminectomia + CsA (barras a cuadros). *Significativamente diferente con respecto a los otros

grupos (p=0.05).
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Noventa dias después de iniciado el estudio. no se observo ninguna diferencia significativa entre los
tres grupos cuando las células fueron incubadas con el antigeno neural (figura 12 A). En ninguno
de los casos se presento un IP positivo. Los animales lesionados y sin tratamiento inmunosupresor
ya no presentaron en este caso un IP mayor a 1.5, mas aun éste no fue significativamente
diferente al de los otros grupos. La respuesta a mitogenos también tue muy similar en los tres
grupos, en ninguno de los casos se demostro una diferencia significativa (p> 0.05) (figura 12 B). En

este caso el 1P comparado con el obtenido a los 15 y 45 dias fue mayor.
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FIGURA 12. Indice de proliferacion de linfocitos 90 dias después de iniciado el estudio. A)
Proliferacion al antigeno neural en los grupos estudiados. B) Respuesta general a mitoégenos. Ratas

con: LTME + CsA (barras blancas); LTME sin CsA (barras negras), laminectomia + CsA (barras

grises).
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Analisis morfométrico

Porcentaje de tejido preservado

No existio diferencia significativa entre los dos grupos testigo 15 dias después de iniciado el
estudio, por lo que el analisis de los cortes posteriores (45 y 90 dias) solo se reahizo con los
animales del grupo 1Il. No se observo diferencia significativa (p> 0.05) entre las areas obtenidas en
cada corte para los grupos testigo (111 y 1V), por lo que se decidio promediar las areas observadas
en los 3 cortes y asumir como 100% de tejido medular al promedio resultante que fue 8.41 mm®,

para asi mismo tomar este valor como base de comparacion con los grupos experimentales (figura

13).
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FIGURA 13. Area total en mm’ de tejido medular en el segmento analizado de los grupos testigo.

Ratas con: laminectomia + CsA (barras blancas), laminectomia sin CsA (barras negras).
Al realizar el analisis morfométrico (figura 14) se observé que desde el inicio, los amimales con

tratamiento inMunosupresor presentaron una mayor preservacion del tejido medular con respecto a

los que no recibieron el tratamiento, esta diferencia se mantuvo aunque en menor grado durante
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todo el estudio, sin embargo, en ninguno de los cortes la diferencia llegd a ser estadisticamente

significativa (p> 0.05).

100 1
[=]
'g 80 1
c
g 60 1
a
_._g 40 1
5
2 20 1
0 L) L)

15 45 90

Dias poslesion

FIGURA 14. Porcentaje de tejido medular preservado en los grupos experimentales. Ratas con:

LTME + CsA (barras blancas); LTME sin CsA (barras negras).

Andlisiz ultraestructural del epiceritro de la lesion

En ia figura t5 se muestra la imagen ultraestructural representativa del segmento anatizado en los
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entre ambos grupos. Se observaron axones de diferentes calibres con mielina compacta y con

mitocondrias preservadas.




FIGURA 15. Micrografias de cortes de médula espinal de la zona analizada en ratas con
laminectomia sin CsA (A y B) y con CsA (C y D). En todos los casos se aprecian axones de
pequeiio, mediano y mayor calibre, la mayor parte de ellos con vainas de mielina compacta.
En la figura A observamos algunos conglomeradbs de axones amielinicos y una célula
oligodendroglial. Las figuras B y C ilustran imagenes similares, en ambas observamos
axones mielinizados de diferente calibre y se observa claramente la buena preservacion de las
mitocondrias axonales. En la figura D, observamos axones con vainas mielinicas compactas,
axones amielinicos y algunas prolongaciones citoplasmicas gliales. P= axones de pequeno
calibre; M= axones de mediano calibre; G= axones de mayor calibre; AA= axones
amielinicos; O= oligodendrocitos, Mt= mitocondrias; PC= prolongacion citoplasmica.

Barra = 2.4 uym.
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Cuando esta misma region fue analizada en los grupos experimentales se observaron diferentes
grados de destruccion. Quince dias después de la lesion, las ratas que no recibieron el tratamiento
presentaron un mayor nimero de axones desmielinizados en relacion a las que si recibieron el
tratamiento, ademas estas Gltimas presentaron una mayor proporcion de axones, sobretodo de
pequefio calibre y una menor cantidad de restos celulares. Los animales no inmunosuprimidos
presentaron también una mayor cantidad de fibroblastos y colagena en comparacion con las ratas
inmunosuprimidas (figura 16).

A los 45 dias (figura 17), las ratas lesionadas que recibieron el tratamiento, siguieron presentando
una mayor cantidad de axones, sobre todo con diametro menor a 0.5hm, en relacion a las que no
recibieron el tratamiento, parte de los axones se observaron en proceso de mielinizacion por parte
de células de Schwann y oligodendrocitos. En los animales sin tratamiento, varios de los axones
preservados se encontraron desmielinizados y ademas se observaron cantidades variables de mielina
desorganizada.

Finalmente a los 90 dias, las ratas tratadas presentaron varios axones con diametro menor a 0.5pm,
mismos que en su mayoria se encontraron mielinizados o en proceso de mielinizacion por parte de
células de Schwann u oligadendrocitos. Los animales no tratados presentaron un menor numero de

axones, de los cuales varios se observaron desmielinizados (figura 18).




FIGURA 16. Microgratias de cortes de médula espinal de una zona de los grupos
experimentales 15 dias después de la lesion de la médula espinal (LME). Ratas con LME +
CsA (A y B) ysin CsA (C y D). En tas figuras A y B se observa una buena cantidad de
axones la mayoria de ellos mielinizados. La mielina se aprecia compacta en la figura A vy
menos compacta en la figura B. Asi mtsmo se observan axones con diametro menor a 0.5 um
(flechas), restos citoplasmicos y algunas prolongaciones citoplasmicas de células gliales. En
las figuras C y D se observa una menor cantidad de axones. que en su mayoria estan
desmielinizados (*) o con una mielina poco compacta. En C se observa colagena. un
fibroblasto, la prolongacién de un fibroblasto y lo que podria ser una célula de la microglia
por las vesiculas en su interior. MC= mielina compacta; MP= mielina poco compacta, RC=
restos citoplasmicos; PC= prolongacion citoplasmica; F= fibroblastos; PF= prolongacion de

fibroblasto, PM= prolongacion de célula de la micrégha; C= colagena. Barra= 2.4 pm
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FIGURA 17 Micrografias de cortes de médula espinal de una zona de los grupos
experimentales 45 dias después de la LME. Ratas con LME + CsA (A y B) y sin CsA (C y
D). En las figuras A y B se observan axones que en su mayoria, estan mielinizados y varios
de ellos tienen un didmetro menor a 0.5 um (flechas), solo unos cuantos estan
desmielinizados (*). Ademas se observan prolongaciones muy probablemente de un
oligodendrocito y células de Schwann mielinizando algunos axones. En las figuras C y D de
animales no tratados con CsA se observa tejido destruido con axones desmielinizados (*).
axones con didmetro menor a 0.5 pum (flechas) y mielina desorganizada. O= oligodendrocito;

SW= células de Schwann; MD= mielina desorganizada. Barra = 2.4 im
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FIGURA 18 Micrografias de cortes de méduia espmal de una zona de los grupos
experimentales 90 dias después de fa LME Ratas con LME ~ CsA (Ay B) y sin (sA (C v
D) En A y B, se observan numerosos axones todos mielinizados y varios de ellos de
diametro menor a 0.5um (flechas). Ademas se observan celulas de Schwann mielinizando
algunos axones y prolongaciones oligodendrogliales envolviendo axones de peguefio calibre
En C y D, se observa una menor cantidad de axones de los cuales muy pocos presentan una
vaina de mielina compacta; la mayoria de ellos se encuentran desmielinizados (*) Ademas
observamos prolongaciones gliales. colagena y algunos restos citoplasmicos. SW= células
de Schwann, PO= prolongaciones oligodendrogliales; C= colagena, RC=  restos

citoplasmicos. Barra=2.4 pm
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En la figura 19 se observa el IM (indice de mielinizacion) de los 4 grupos estudiados. Quince dias
después de iniciado el estudio no existid diferencia significativa entre los grupos testigo, ambos
presentaron un IM promedio de 0.7, este IM fue significativamente menor al de los grupos de
animales lesionados (p = 0.005) quienes presentaron un IM de 0.77 (LTME+CsA) y 0.87 (LTME
sin CsA). En el grupo III (laminectomia + CsA), no se observaron cambios significativos en 10s
dias 45 y 90, cuando fueron comparados con el del dia 15. En los grupos con LTME, desde los 15
dias, las ratas que recibieron la CsA presentaron un IM significativamente menor al de las ratas sin
CsA ( p = 0.001). Esta diferencia se mantuvo a los 45 (p= 0.001) y a los 90 dias (p< 0.001) de

iniciado el estudio.

Indice de mielinizacion

45

Dias poslesion

FIGURA 19. indice de mielinizacién de los grupos estudiados a los 15, 45 y 90 dias. Ratas con:
LTME+ CsA (barras blancas), LTME sin CsA (barras negras), lammectomia + CsA (barras a
cuadros), laminectomia sin CsA (barras a rayas). * Diferencia significativa con respecto a los

grupos con LTME (p = 0.005). ** Diferencia significativa con respecto al grupo con LTME sin

CsA (p<0.001).

El analisis sobre la distribucion del IM en los diferentes grupos, mostrd un patron umimodal en los

grupos testigo a los 15 dias de iniciado el estudio (figura 20 A). En ambos el IM oscilo entre 0.6 y

6Y




0.7 en el 80% de las fibras, presentandose en una mayor proporcion el de 0.7 (35%). El 12% de las
fibras presentaron un IM de 0.55 y el 8% restante correspondi6 a fibras con IM entre 0.75 y 0.9. A
los 15 dias poslesion, los animales con LTME + CsA presentaron una cantidad significativamente
mayor de fibras con IM entre 0.6 y 0.75 (52 %) con respecto a los animales con LTME sin CsA
(29%) (p<0.05). En ambos casos el IM predominante fue el de 0.75 ( 24% en LTME+ CsA 'y | 1%
en LTME sin CsA). Por otra parte, el porcentaje de fibras con IM entre 0.8 y 1. fue
significativamente menor en el grupo con CsA (44%) con respecto al grupo no tratado (68%) (p<
0.05); mas an, los animales con LTME sin CsA presentaron una cantidad significativamente
mayor (p< 0.05) de fibras desmielinizadas (IM= 1) (24%) comparado con el nimero observado en
las ratas con LTME + CsA (7%). Cuarenta y cinco dias después de iniciado el estudio, las ratas del
grupo testigo (laminectomia + CsA), no presentaron diferencias con respecto a los valores que se
observaron en el corte de 15 dias (figura 20 B). La distribucion del IM fue similar. En los grupos
con LTME, la proporcion de fibras observadas con IM entre 0.6 y 0.75 no presentd cambios
significativos (52% en LTME + CsA y 28% en LTME sin CsA) al igual que las proporciones
observadas para las fibras con IM entre 0.8 y 1 (38% para LTME + CsA y 69% para LTME sin
CsA) con respecto al andlisis de los 15 dias; sin embargo, en el grupo de LTME + CsA el IM
predominante fue et de 0.7 (15% de las fibras) mientras que en los animales con LTME sin CsA los
IM predominantes fueron los de 0.8 (20%) y 1 (15%). Aunque el grupo de LTME sin CsA
presentd una disminucidn en la proporcion de fibras desmielinizadas con respecto al corte de 15
dias, éste siguid presentando un nimero significativamente mayor (p< 0.05) de fibras con IM de |
al que presentd el grupo de LTME + CsA. Noventa dias después de iniciado el estudio (figura 20
C) el grupo testigo (laminectomia + CsA) continué presentando un patron similar al de los cortes
en los dias 15 y 45. Los animales con LTME + CsA presentaron un patrén muy similar al
observado a los 45 dias, el porcentaje de fibras con IM entre 0.6 y 0.75 fue del 55% mientras que el
de fibras con IM entre 0.8 y 1 fue del 44%. En lo que respecta al grupo de animales con LTME sin
CsA, el porcentaje de fibras con IM entre 0.6 y 0.75 fue del 38% valor que siguid siendo

significativamente menor (p< 0.05) al de los animales con LTME + CsA; la cantidad de fibras con
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IM entre 0.8 y 1 fue del 62% porcentaje que también continud siendo significativamente mayor
(p< 0.05) al presentado por el grupo con LTME + CsA, ademas siguieron presentando para este
corte, una cantidad significativamente mayor (p= 0.05) de fibras con IM de 1 (14%) con respecto a

los animales con LTME + CsA (4%).
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FIGURA 20. Distribucion del IM a los 15 (A), 45 (B) y 90 (C) dias en los grupos estudiados.

Ratas con: LTME + CsA (circulos); LTME sin CsA (cuadros); laminectomia + CsA (cruces) y

laminectomia sin CsA (tridngulos).
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En la figura 21A se observa que la distribucion del diametro axonal en los grupos testigo fue
unimodal y sin presentar diferencias significativas entre ellos a los 15 dias de iniciado el estudio. La
mayor cantid_ad de fibras presentd un diametro entre 0.5 y 1 pm (50%); el 35% se constituyo por
fibras con diametro entre 1 y 2 um; el 8% por fibras menores de 0.5 pm y el 7 % por fibras entre 2y
S um. También a los 15 dias de iniciado el estudio, los grupos con LTME presentaron una gran
cantidad de fibras con didmetro entre 0.5 y | um (43% LTME + CsA y 41% LTME sin CsA),
porcentaje que no fue estadisticamente diferente al de los grupos testigo (p= 0.07), sin embargo en
los grupos con LTME el nimero de fibras con diametro entre 1 y 2 um (24% LTME + CsA 'y 19%
LTME sin CsA) fue significativamente menor (p< 0.05) al de los grupos testigo. La cantidad de
fibras con diametro menor a 0.5um en los grupos con LTME (26% LTME + CsA y 20% LTME sin
CsA) fue significativamente mayor (p< 0.05) al de los grupos con laminectomia. Cuarenta y cinco
dias después de iniciado el estudio (figura 21 B), el grupo con laminectomia + CsA no presento
cambios significativos con respecto a los valores observados a los 15 dias, sin embargo en los
grupos con LTME si se presentaron algunos cambios. Las fibras menores de 0.5 pm constituyeron
el 38% de los axones en los animales con LTME + CsA, este porcentaje fue significativamente
mayor (p< 0.05) al que presentaron los animales con LTME sin CsA (21%) donde dichas fibras se
mantuvieron en forma similar al dia 15. La proporcion de fibras entre 0.5 y 1 pum de didmetro en los
grupos con LTME (36% LTME + CsA y 46 % LTME sin CsA) no presentaron cambios
significativos. Las fibras de | a2 pm en el grupo con LTME + CsA disminuyeron (14%) y en el
grupo con LTME sin CsA aumentaron (27%) con respecto al dia 15. A los 90 dias (figura 21 C)
fos animales con laminectomia + CsA presentaron nuevamente un patron de distribucion similar al
presentado a los 15 y 45 dias sin cambios significativos en cuanto a la cantidad de fibras para los
distintos diametros analizados. En cuante a los grupos con LTME, el porcentaje de fibras menores
a 0.5 um disminuyd en las ratas con LTME + CsA (29%) sin embargo, ain asi siguid siendo
significativamente mayor (p< 0.05) al de los animales con LTME sin CsA (19%). El porcentaje de
las fibras con diametro entre 0.5 y 1 pm se mantuvo sin cambios significativos en ambos grupos

(42% LTME + CsA y 45% LTME sin CsA), mientras que el de las fibras entre | y 2 um aumento




en ambos grupos siendo significativamente mayor (p < 0.05) en los animales sin CsA (59%) con

respecto a que recibieron el farmaco (27%).
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FIGURA 21. Distribucion del diametro axonal a los 15 (A), 45 (B) y 90 (C) dias en los 4 grupos

estudiados. Ratas con : LTME + CsA (circulos), LTME sin CsA (cuadros), laminectomia + CsA

(cruces) y laminectomia sin CsA (triangulos). * Valor estadisticamente diferente al del resto de los

grupos.
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Evaluacion clinica

Analisis de huellas podales

En la figura 22 se muestran los resultados a la prueba de longitud de zancada (LZ). Los animales
con laminectomia + CsA presentaron durante todo el seguimiento un 100% de eficiencia. En los
grupos con LTME, las ratas con CsA presentaron desde los 15 dias posteriores a la lesion una
recuperacion (47%) significativamente mayor (p= 0.05) a la de los animales sin CsA (27% de
eficiencia). Ambos grupos siguieron presentando recuperacion a los 45 dias, pero ésta fue
significativamente mayor en el grupo con CsA (p= 0.003). A los 90 dias, la recuperacion siguio

siendo mayor en los animales con LTME + CsA (82%) con respecto a los de LTME sin CsA (69%

de eficiencia) (p=0.05) .
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FIGURA 22. Analisis de las huellas podales (longitud de zancada) en los grupos estudiados. Ratas
con: LTME + CsA (ctrculos), LTME sin CsA (cuadros) y laminectomia + CsA (triangulos). *

Valor significativamente diferente al de las ratas con LTME sin CsA (p< 0.05).




En la figura 23 se muestran los resultados a la prueba de base de sustentacion (BS). El grupo con
laminectomia + CsA presentd un 100% de eficiencia durante todo el estudio. En lo que respecta a
los grupos con LTME, las ratas tratadas con CsA presentaron una recuperacion significativamente
mayor (p= 0.05) a la de los animales sin CsA a partir de los 15 dias. misma que continud hasta los
90 dias del seguimiento con un 75% de eficiencia para los animales con CsA y un 58% para los no

tratados.
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FIGURA 73 Anslisis de fas huellas 55dales (Lase de sustentacion) en los grupos estudiados. Ratas
con, LTME + CsA (circulos), LTME sin CsA (cuadros) y laminectomia + CsA. * Valor

significativamente diferente al de las ratas con LTME sin CsA (p= 0.05),

Andlisis prueba de la rejilla

En la figura 24 se muestran los resultados obtenidos para la prueba de la rejilla. En este caso
nuevamente los animales con laminectomia + CsA presentaron durante todo el estudio 100% de
eficiencia. En lo referente a los grupos con LTME, las ratas con CsA presentaron a partir del dia

45 una recuperacion significativamente mayor (p< 0.05) a la de los animales sin el farmaco. A los
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90 dias se observo una disminucion en el porcentaje de eficiencia en los grupos con LTME. Aln

asi, la diferencia significativa observada a los 45 dias persistid hasta el dia 90 del estudio (p= 0.05)

donde los animales con CsA presentaron un 29% v los no tratados un 12% de eficiencia.
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FIGURA 24. Evaluacion de la prueba de la rejilla en los grupos estudiados. Ratas con: LTME +

CsA (circulos), LTME sin CsA (cuadros). laminectomia + CsA (triangulos).
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DISCUSION

La limitada capacidad de regeneracion en la médula espinal, puede deberse a mecanismos de tipo
autoinmune dirigidos contra constituyentes de la ME, mismos que se activan después de una
lesién. Si recordamos que el SI desde la etapa embrionaria es “educado” para reconocer como
propios a los constituyentes del organismo (Roitt vy cols. 1996) es dificil pensar que el S1 aun en
condiciones fisiologicas, sea capaz de desarrollar una respuesta inmune en contra de
constituyentes del propio organismo. Varios estudios han sugerido que después de una lesién en la
ME, el SI puede ser capaz de desarrollar una respuesta autoinmune en contra de los antigenos
neurales (Mizrachi y cols 1983, Teichner y cols. 1993), misma que puede estar funcionando como
factor importante en la inhibicion de una probable regeneracion neural. Pareceria muy interesante la
aplicaciéon de un tratamiento inmunosupresor en lesiones de ME, mismo que al inhibir la supuesta
respuesta autoinmune, originase un microambiente propicio para la regeneracion. Algunos estudios
se han dirigido a demostrar lo antes dicho (Feringa y cols. 1975; Palladini y cols 1996). Estos
trabajos sugieren que el SI puede estar involucrado como factor importante en la limitada
regeneracion de la ME lesionada. Son pocos los estudios que se han realizado al respecto, en
algunos casos, no se logré demostrar la existencia de una respuesta inmune especifica contra
antigenos neurales después de una lesion en la ME (Willenborg y cols 1977), por lo que aun existe
controversia con respecto a la participacion del SI como uno de los factores que influyen en la
regeneracion limitada de la ME y debido a esto son necesarios estudios que, en primer lugar,
demuestren la existencia de dicha respuesta autoinmune y que, en segundo lugar, demuestren
también que al inhibir dicha respuesta por medio de mecanismos inmunosupresores, se ofigina un
microambiente favorable para la regeneracion y que ademas dicha regeneracion logre traducirse en
recuperacion funcional.

El primer objetivo de este trabajo fue identificar una respuesta celular especifica contra antigenos
neurales en modelos con LTME. Los resultados demuestran que al menos en el modelo utilizado.
existe una respuesta celular dirigida contra alguno de los componentes de! extracto crudo de la ME.

Dicha respuesta, se presentd entre los 15 a los 45 dias poslesion, estando ausente para el dia 90.
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Lo anterior indica una respuesta inmune temporal dirigida contra los antigenos neurales, misma que
después de un tiempo desaparece. Determinar el tiempo exacto en el que dicha respuesta
desaparece, es un topico de interés que se podria retomar en trabajos posteriores, por el momento,
lo importante es tratar de explicar porque desaparece una vez que se desarrolld. Se sabe que al
activarse la respuesta celular, parte de los linfocitos CD4+ participan en la fase efectora secretando
una serie de sustancias activadoras denominadas linfocinas, la vida media de estas células es solo de
algunas semanas. Otra parte de los linfocitos CD4+ queda como células de memoria, mismas que
no entran en la fase efectora, pero que su funcion principal es continuar protegiendo al organismo
contra un nuevo ataque del agente agresor o antigeno, originando una respuesta mucho mas rapida
y mas eficiente cuando tienen contacto nuevamente con éste (Roitt y cols.1996). Se sabe que estos
linfocitos pueden sobrevivir incluso por afios a diferencia de los linfocitos no estimulados.
Tomando como referencia estos datos y regresando a los resultados, una vez que se ha desarrollado
la respuesta celular contra los antigenos neurales, se esperaria encontrar esta respuesta, incluso mas
intensa a los 90 dias del seguimiento; sin embargo, los resultados no mostraron esto. En un estudio
realizado por David Gray (1991) se demostrd que las células de memoria requieren tener contacto
renovado con el antigeno para seguir vivas es decir la memoria, al igual que la tolerancia, es
dependiente de antigeno, de tal forma que en ausencia del antigeno, las células de memoria podrian
tener una vida media corta. Después de la lesion en la ME, uno de los primeros eventos es la
aproximadamente 10 a 15 dias después de la lesion (Grijalva 1992; Guizar-Sahagin 1994),
aislando nuevamente al SNC del resto del organismo. Una de las posibles explicaciones de porque
ya no se identifico una respuesta celular a los 90 dias es que al repararse la BHE el Sl ya no
continua en contacto estrecho con los antigenos neurales y por consiguiente la vida media de las
células de memoria disminuye a tal grado que para el dia 90 ya no es posible detectar dicha
respuesta. Por otra parte, también un fenémeno de tolerancia a los antigenos neurales puede ser el
responsable de la falta de respuesta a los 90 dias. La tolerancia por agotamiento clonal es el

resultado de una respuesta inmune enérgica. Una confrontacion antigénica repetida puede estimular
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a todas las células que responden al antigeno, mismas que se diferencian en células efectoras de
corta vida, sin que queden células de memoria para responder a una confrontacion ulterior con el
antigeno (Roitt y cols. 1996). Después de la lesion, al perderse ta BHE, el Sl se pone en estrecho
contacto con grandes cantidades de antigenos neurales, hecho que bien pudo haber originado que
todas las células inmunes se diferenciaran en células efectoras de corta vida sin que quedaran
células de memoria que respondieran al estimulo antigénico de los 90 dias. Finalmente, vale la pena
mencionar que aunque se logré identificar una respuesta celular contra antigenos neurales en los
animales lesionados, ésta no fue una respuesta de gran intensidad. Lo anterior podria estar
originado por la inmunosupresion que se presenta después de una LTME, sobre todo en las fases
aguda y subaguda (Cruse y cols. 1993; Cruse y cols. 1996). En pacientes con LTME, se ha descrito
una inmunosupresion caracterizada por una disminucion en la funcién de la inmunidad natural
(células NK) y de la inmunidad adquirida (linfocitos T). La LTME podria afectar la respuesta
inmunolégica por: 1) Interrupcion del flujo de sefiales del sistema nervioso simpatico hacia los
organos linfoides; 2) Inmunosupresion mediada por corticosteroides, catecolaminas y endortinas
que se producen como respuesta al estrés que sufiren estos pacientes; 3) Interrupcion de sefiales de
la periferia al SNC, lo que origina una disminucion de la actividad inmunoreguladora neuronal
(Cruse y cols 1996). Todos o alguno de dichos mecanismos podrian ser los responsables de la
inmunosupresion observada en pacientes 2 semanas después de la LTME. En el presente trabajo se
comprobd con los estudios de respuesta humoral a eritrocitne de carnerc und disnunuaon
significativa de la respuesta inmunoldgica en los animales lesionados con respecto a los no
lesionados, fenomeno que indica una inmunosupresion provocada por la LTME. Este fendmeno no
habia sido reportado en modelos experimentales con LTME, por tanto €ste es también un hallazgo
importante ya que habre el panorama a una nueva linea de investigacion que se dirija a conocer en
detalle los mecanismos causantes de la inmunosupresion poslesion. misma que tambien podria ser
la causante de que la respuesta celular desaparezca a los 90 dias. En este caso, la disminucion en la
funcion inmunoldgica puede estar impidiendo el desarrollo de una respuesta duradera y de buena

intensidad. Independientemente de cual sea el mecanismo responsable de la ausencia de respuesta a

80




los 90 dias, el hecho de que la respuesta solo se haya identificado a los 15 y 45 dias, apunta a un
fendmeno inmunolégico temporal, es decir una reaccion que probablemente no tenga mayor
participacion como factor destructivo en los estadios cronicos de la lesion.  Sin embargo el
fendmeno existe y como tal puede ser capaz de promover una mayor destruccion del tejido neural
y ademas inhibir la regeneracion por lo menos hasta el dia 45 poslesion.

Por otra parte, en ninguno de los tiempos analizados (15, 45 y 90 dias) se logro identificar una
respuesta inmunologica celular contra antigenos neurales en los animales tratados con CsA, Io que
demuestra que dicho farmaco fue capaz de inhibirla. Es evidente que el esquema inmunosupresor
utilizado en este trabajo logro mantener inmunosuprimidos durante todo el experimento a los
animales tratados con CsA. Por una parte, los niveles de CsA se mantuvieron siempre por arriba de
la concentracion minima efectiva (0.125pg/mL) y nunca rebasaron los niveles considerados como
toxicos (2000ug/mL). Ademas, la prueba de hemaglutinacion (respuesta inmune a un antigeno timo
dependiente) lo confirmo ya que los animales inmunosuprimidos presentaron titulos de anticuerpos
anti-eritrocitos muy bajos durante todo el experimento con respecto a los altos titulos observados
en animales no inmunosuprimidos. lo que asegura que la respuesta inmunolégica de los animales
tratados con CsA se encontraba suprimida. La CsA es un inmunosupresor que actua selectivamente
sobre los linfocitos T CD4+. Este farmaco actia impidiendo la transcripcion de la IL-2 y la del
receptor para la IL-2, inhibe la funcion inmunologica del linfocito (Kahan 1989). Desde este punto
de vista, se puede decir que la CsA provoca una inmunosupresion funcional. fenameno ohservadn
en las pruebas de hemaglutinacion en los grupos inmunosuprimidos, ya que dichos animales no
presentaron una respuesta humoral eficiente al estimulo antigénico. Si la inmunosupresion originada
por la CsA fue meramente funcional, realmente no deberian haberse observado cambios en la
proporcion de linfocitos T CD4+ y CD8+, resultado que fue observado en los estudios
citofluorométricos de este trabajo.

Al conseguir mantener inmunosuprimido al grupo experimental (LTME+CsA), se logré inhibir fa
respuesta inmune contra los antigenos de la médula espinal, dato confirmado no solo con las

pruebas de proliferacion linfocitaria, sino también con los estudios de microscopia donde se




corroborod una escasa cantidad de células inmunologicas en las ratas con LTME + CsA con
respecto a LTME sin CsA. Asi pues, la inmunosupresion lograda en los animales tratados con CsA.,
se asoci6 a una mejor preservacion del tejido de la ME observada en el estudio morfométrico con
microscopia de luz en los animales con LTME + CsA con respecto a los no tratados. Aunque dicha
diferencia no fue significativa, si se observo una tendencia a la mejor preservacion del tejido en los
animales con LTME + CsA. La falta de significancia estadistica en este caso, se debe seguramente
al tamafio de la muestra. Por otra parte en lo que respecta al estudio morfométrico con microscopia
electronica, se lograron observar tres fendmenos importantes en los animales con LTME + CsA:
menor desmielinizacion, mayor remielinizacion y mayor proporcion de colaterales axonicas. Se
observd una menor destruccion y desmielinizacion del tejido medular con respecto a las ratas con
LTME sin CsA. Estas ultimas, presentaron un nimero muy reducido de axones, mismos que por 1o
general se encontraban desmielinizados, dato que fue corroborado en el estudio morfométrico al
evaluar el IM, donde se observd que los animales con LTME + CsA presentaron una menor
desmielinizacion con respecto a los de LTME sin CsA durante todo el estudio. Estos resultados
sugieren un efecto neuroprotector secundario a la inmunosupresion, ya que disminuyd la
desmielinizacion en los animales con LTME + CsA. Dicha disminucién en la desmielinizacion,
observada en los animales tratados sobre todo a los 15 dias poslesion, pudo deberse a la inhibicion
de la respuesta inflamatoria (Kahan 1989), fenémeno que por lo general se desarrolla de las 24h a
de la lesidon (Blight 1985). En los estadios de lesion cronica (45 dias poslesion), la inhibicion de la
respuesta celular especifica contra los antigenos de la ME pudo haber sido la responsable de la
menor desmielinizacion en los animales con LTME + CsA.

Otro fendémeno observado durante el estudio, fue la tendencia desde los 45 dias a una mayor
mielinizacion de los axones en los animales con LTME + CsA. La distribucion del IM con respecto
al diametro axonal en los animales lesionados fue acercandose durante el seguimiento a la
distribuciéon presentada por los animales sin lesion, sin embargo, los animales con LTME + CsA,

aunque no Hlegaron a igualar el patron presentado por los grupos testigo, se acercaron mas a la




distribucion normal. Lo anterior sugiere un proceso de remielinizacion en los axones de los
animales con LTME + CsA. También en este caso la inmunosupresion probablemente originé un
microambiente mas favorable para una mejor remielinizacion de los axones residuales.

El Gitimo fendmeno morfoldgico observado fue la mayor cantidad de axones con diametro menor a
0.5 um en los animales lesionados con respecto a los no lesionados. Este tipo de axones constituy0
s0lo el 8% de las fibras en los grupos sin LTME mientras que en los grupos con LTME represento
practicamente el doble desde los 15 dias (20 al 26%), cifra que se incrementd en los dias
posteriores. Se sabe que después de una LTME, los axones no dafados pueden emitir
prolongaciones colaterales 2 semanas después de una lesion (Liu y Chambers 1958), dichas
colaterales pueden incluso reinervar regiones denervadas (Ganchrow D y cols. 1981; Goldberger y
Murray 1982). Por el tamafio y el incremento significativo que presentaron, los axones antes
mencionados pueden formar parte de este fendmeno de crecimiento neural colateral. Este dato es
de gran importancia ya que apoya un fendbmeno de plasticidad neural que en los animales con
LTME + CsA se presentd en mayor grado. Ademas de disminuir la desmielinizacion y promover la
remielinizacion axonal, la inmunosupresién puede estar promoviendo también la formacion de
colaterales axonicas. La formacion de dichas colaterales aunada a fa menor desmielinizacion y a la
mayor remielinizacion observada en los animales con LTME + CsA, pudo ser la responsable de la
mayor recuperacion clinica presentada por éstos ya que en las dos pruebas de evaluacion clinica
aplicadas, los animales tratados presentaron una recuperacion significativamente mayor a la del
grupo con LTME sin CsA. Este dato da relevancia a los resultados obtenidos en este trabajo, ya
que se obtuvieron ventajas no solo a nivel inmunolégico y morfoldgico sino que ademas dichas
ventajas lograron traducirse en una recuperacion functonal. A la fecha existen varios estudios en los
que se han obtemdo resultados alentadores a través de diversos tratamientos pero que finalmente
no han logrado restablecer en su totalidad las funciones perdidas después de una LTME (Tessler
1991; Aguayo y cols. 1990; Stokes y Reier 1992; Demierre y cols. 1990). Sin embargo cada uno de

ellos aporta un nuevo conocimiento para continuar con el estudio de la LTME y su posible

curacion.




En este trabajo se offece una opcion que también puede ser de utilidad para los estudios de la
LTME ya que, en primer lugar, se demuestra la existencia de una respuesta de tipo autoinmune
dirigida contra los antigenos neurales después de una LTME. Se demuestra asi mismo, que el
tratamiento inmunosupresor inhibe dicha respuesta y que ademas disminuye la desmielinizacion y
propicia un incremento en la remielinizacién y formacion de colaterales axonicas, fenomenos que sé
llegan a traducir en una mayor recuperacion clinica de los animales con LTME + CsA.

Los resuitados obtenidos en este trabajo concuerdan con los obtenidos por otros autores (Feringa y
cols. 1975; Palladini y cols. 1996), quienes sugirieron regeneracion neural e incluso recuperacion de
la funcion en animales sometidos a un tratamiento inmunosupresor. Uno de estos trabajos (Palladini
y col. 1996) sugirid regeneracion axonal y recuperacion funcional en animales con seccion de la
médula espinal, tratados con CsA. Sin embargo, ese trabajo tuvo varios inconvenientes ya que
muchos resultados se manejaron en forma cualitativa y con estudios en microscopia de luz, ademas
demostraron una disminucidn de la respuesta humoral pero no la analizaron en diferentes tiempos vy,
en algunos casos, no mostraron los resultados obtenidos en los animales no tratados. En el presente
trabajo, se demuestra en forma cuantitativa y con estudios mas detallados (microscopia electronica)
el efecto que la CsA tuvo no solo sobre los fendmenos de plasticidad neural sino también sobre la
disminucién de la destruccion del tejido y sobre la remielinizacion axonal en las zonas de lesion. Se
analizo a través del tiempo la respuesta inmunologica celular especifica contra antigenos neurales y,
a diferencia del estudio realizado por Palladini v cclaberadorcs, sc uuiizo un esquema
inmunosupresor previamente establecido para modelos de LTME (lbarra y cols. 1996b) y se
comprobd que los animales tratados estaban debidamente inmunosuprimidos, estudios que no
fueron tomados en consideracion por Palladini y colaboradores. Por lo antes mencionado. este
trabajo no solo confirma en cierta manera los resultados de otros autores, sino que ademas ofrece
conocimientos nuevos mas precisos y mejor controlados, mismos que apoyan la hipotesis propuesta
para este trabajo. Los resultados obtenidos, tanto en este trabajo como en el realizado por Palladini,
se deben muy probablemente a la inmunosupresion originada por la CsA en los animales tratados,

sin embargo, dichos resultados pueden deberse también a un efecto directo de la CsA sobre algunes




mecanismos que no tienen nada que ver con el efecto inmunosupresor de este farmaco. La CsA
puede funcionar como agente neuroprotector (Dawson y Snyder 1994; Shiga y cols. 1992), o
incluso por su mecanismo de accidn, como un agente promotor del crecimiento axonal (Gold B y
cols. 1995). El mecanismo por el cual la CsA induce inmunosupresion esta bien estudiado, actia
inhibiendo la actividad de la calcineurina (Figura 25), misma que, ademas de intervenir en el
proceso de transduccion para la transcripcion de la 1L-2 y su receptor, también actda sobre otros
substratos provocando su defosforilacion. Entre dichos substratos podemos mencionar a la 6xido
nitrico sintasa (ONS) (Dawson y Snyder 1994) y a la proteina estimuladora del crecimiento axonal
(GAP-43) (Gold y cols. 1995). De la ONS existen dos diferentes tipos: la ONS constitutiva y la
ONS inducible. La calcineurina induce la actividad de la ONS y con ello la produccion de éxido
nitrico {ON), mismo que, cuando es producido por la ONS inducible puede ser altamente
neurotoxico (Dawson y Snyder 1994; Hamada y cols. 1996). Por otra parte, al actuar la
calcineurina  sobre la GAP-43, inactiva a dicha molécula impidiendo su accion regeneradora.
Después de una LTME se ha descrito la presencia en grandes cantidades tanto de la ONS como de
la GAP-43 en la zona de lesion (Nacimiento y cols. 1995; Hamada y cols. 1996), de tal forma que
con la accion libre de la calcineurina, después de una LTME, la ONS puede provocar un mayor
dafio al producir grandes cantidades de ON y por otro lado la GAP-43 no realizaria su accion de
plasticidad neural. La CsA al inhibir la accion de la calcineurina, evita la produccién de ON y por lo
tanto actua como neuroprotector y por otra parte permite la actividad de la (GAP-A2 -+ o5 2500 a
promocion del crecimiento axonal lo que ofrece una explicacion alternativa a los datos obtenidos en

este trabajo.
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FIGURA 25. Mecanismos de accion de la ciclosporina-A. CsA= ciclosporina-A; CF= ciclofilina,
ONS= 6xido nitrico sintasa; P= fosforo: IL-2= interleucina-2; RIL-2= receptor para IL-2; GAP-3 =
proteina de crecimiento axonal.

De una o de otra forma la aplicacion de la CsA en un modelo de LTME , demostré ventajas
importantes, sin embargo en estudios posteriores seria importante esclarecer si dichas ventajas
fueron originadas (nicamente por el efecto inmunosupresor o bien por el efecto de la CsA sobre
los mecanismos ya antes mencionados.

En el futuro sera importante discernir claramente si es el efecto inmunosupresor o bien el
neuroprotector y promotor de la plasticidad neural de la CsA o ambos los responsables de los
resultados obtenidos en este trabajo. Por lo pronto, se sabe que existe un efecto benéfico y que
puede tomarse en consideracion para estudios posteriores, mismos que deben encaminarse en
primer lugar a saber si los resultados obtenidos en este trabajo son reproducibles cuando el

tratamiento se inicie después de la LTME, sobre todo para poder pensar en una aplicacion clinica.
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CONCLUSIONES

1. La lesion traumatica de la médula espinal origina por si sola inmunosupresion en modelos
experimentales,

2. Después de una lesion en la médula espinal se desarrolla una respuesta inmune celular contra los
antigenos neurales, misma que es temporal y que ademas puede ser inhibida al administrar un
tratamiento con ciclosporina-A.

3. La inmunosupresién con ciclosporina-A en animales con lesion traumatica de la médula espinal,
disminuye la desmielinizacién y origina un microambiente favorable para una mejor remielinizacion
y formacidn de colaterales axonicas.

4. La menor desmielinizacion y la mejor remielinizacion y formacion de colaterales axonicas
observadas en los animales con lesidn traumatica de la médula espinal tratados con ciclosporina-A

se asocid a una mayor recuperacion de la actividad motora,

PERSPECTIVAS A FUTURO

1. Evaluar si los resultados obtenidos en este trabajo son reproducibles cuando el tratamiento se
inicie después de la lesion traumatica de la médula espinal.

2. Discernir claramente si es el efecto inmunosupresor o bien el efecto neuroprotector y
promovedor de la plasticidad neural de la ciclosporina-A o ambos son los responsables de los

resultados obtenidos en este trabajo.

.3. Conocer mas a fondo el tipo de respuesta inmune celular (Th] ¢ Th2) contra antigenos neurales,
que predomina después de una lesién en la médula espinal.

4. Conocer con mayor exactitud el momento en que dicha respuesta desaparece.
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