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RESUMEN

Después de una lesion traumatica en la médula espinal el daiio al tejido es originado en
primera instancia por el mecanismo de lesidn propiamente dicho (lesidn primaria),
Posteriormente ¢l dafio se incrementa por la accion de una serie de mecanismos
autodestructivos (lesiéon secundaria) que originan una gradual degeneracion del tejido
nervioso. Entre estos mecanismos, desiaca el fenomeno de lipoperoxidacion que es el
ataque de especies reactivas de oxigeno a los componentes celulares, incluyendo a los
acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de las membranas. La lipoperoxidacion se
origina en gran parte por la extensa respuesta inflamatoria desencadenada despu€s de una
lesion. Para prevenir este fendmeno, existen enzimas especificas antioxidantes, sin embargo
el sistema nervioso central es especialmente deficiente en la actividad de estas enzimas en
comparacién con otros tejidos. Ademas el tejido neural es muy sensible al dafio originado
por radicales libres debido 2 su alta taza metabdlica v la gran cantidad de acidos grasos
poliinsaturados que presenta. Por estas razones, después de una lesion, es necesario tratar de
disminuir este fenomeno. Con relacién a lesion traumatica de la médula espinal, se ha
recurrido al uso de algunos firmacos como la Metilprednisolona, que disminuye la
lipoperoxidacion. Hasta el momento €ste es el Unico fArmaco utilizado en pacientes después
de una lesién en la médula espinal, sin embargo aunque es el que mejores resultados ha
brindado, estos no son del todo satisfactorios. La ciclosporina-A por su mecanismo de
accién, podria inhibir diferentes procesos relacionados principalmente con la respuesta
inflamatoria y la formacion de radicales libres, funcionando asi como un protector del tejido
neural. Ademas éste farmaco a diferencia de la metilprednisolona, puede alcanzar sus
efectos terapéuticos administrandose a dosis racionales y bien estandarizadas para
individuos con lesion de la médula espinal, disminuyendo con ello en gran parte los efectos
no deseados (infecciones) provocados principalmente por la inmunosupresion generada. Asi
pues, la ciclosporina-A podria ser una buena opcién para disminuir en parte el fendmeno de
lipoperoxidacién pero sin tener los efectos secundarios generados por las megadosis
utilizadas para la metilprednisolona. En el presente trabajo se evalud y comparé la eficacia

de la ciclosporina-A y de la metilprednisolona sobre la lipoperoxidacién, la recuperacion



motora y la sobrevida de animales sometidos a una lesion traumatica de la médula espinal.
Para tal efecto, se utilizaron 248 ratas adultas, hembras de 200 a 250 g de peso a las que se
les realizé una lesién tipo contusidn severa dejando caer un peso de 15 g de una altura de 10
cm a nivel de T-9. El trabajo experimental se dividié en 3 estudios, el primero, fue para
determinar la produccidon méxima de lipoperoxidacion después de una lesién, para ello se
formaron 3 grupos experimentales, de los cuales, a dos de ellos se les practicd una
laminectomia y se les administr6 sulfato ferroso o solucidn salina y al tercero se le sometid
a lesion de la médula espinal. Los tiempos de evaluacion se realizaron a 2, 4, 8 y 24 h
después del procedimiento quirirgico. El segundo y tercer estudios fueron para cuantificar
la lipoperoxidacién y la recuperacion motora asi como la sobrevida en animales tratados
con ciclosporina-A, metilprednisolona, ciclosporina-A mdas metilprednisolona y vehiculo; la
cuantificacién de la lipoperoxidacidn se realizd 24 h después del procedimiento quirdrgice.
En ofra serie de animales, se evalud la recuperacién motora por medio de wna prueba
(escala de Tarlov) y la sobrevida (con el método de Kaplan-Meier) durante 30 dias después
de la lesion. Los resultados demuestran que la ciclosporina-A inhibe la lipoperoxidacién
con la misma eficiencia que la metilprednisolona, observandose, que su administracion
durante las primeras 6 h resulta ser muy eficiente; sin embargo, la mejor inhibicion se
observé cuando se administra 1 h después de la lesion. Por otro lado el vehiculo (aceite de
oliva) también fue capaz de inhibir la lipoperoxidacion con la misma intensidad que la
ciclosporina-A y la metilprednisolona. Con respecto a la evaluacion motora, se observd una
mayor recuperacion (p<0.05) en las ratas que recibieron tratamiento con ciclospotina-A 6 h
despues de la lesion asi como en el grupo de ratas a las que se les administraron ambos
farmacos. Sin embargo, tanto los animales que recibieron ambos farmacos como los que
rectbieron solo metilprednisolona, presentaron una gran disminucién en la sobrevida. Con
respecto a los animales tratados con vehiculo no observo recuperacién funcional. Los
resultados muestran que el tratamiento con ciclosporina-A inhibe con la misma intensidad

que la metilprednisolona la lipoperoxidacion, ademas promueve una mejor recuperacion

motora sin los efectos letales de la metilprednisolora.
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ANTECEDENTES

SISTEMA NERVIOSQ CENTRAL
ANATOMIA

El sistema nervioso central (SNC), esta ubicado en un plano profundo del
organismo, rodeado y protegido por el hueso, consiste del cerebro dentro del craneo y la
médula espinal que se extiende por el conducto vertebral, hasta aproximadamente la
primera y segunda vértebras lumbares.

La columna vertebral consta de 33 vértebras unidas por ligamentos y cartilagos. Las
24 superiores estan separadas una de la otra y son méviles, las nueve inferiores son fijas,
cinco de ellas se fusionan formando el sacro y las ¢ltimas cuatro el coccix. La columna
vertebral normal presenta siete vértebras cervicales, doce tordcicas, c¢inco lumbares, cinco
sacras y cuatro coccigeas { Figura 1).

La médula espinal es una masa cilindrica, alargada, de tejido nervioso que ocupa los
dos tercios superiores del conducto raquideo. Se extiende desde el borde superior de la
primera vértebra cervical hasta el borde superior de la segunda vértebra lumbar. En su
extremo rostral se continda con el bulbo raquideo (Chusid 1987).

Membranas de revestimiento

Existen tres membranas que rodean a la médula espinal: La duramadre, la

aracnoides y la piamadre. La duramadre es la mas externa, es una cubierta tubular fibrosa y

resistente que desciende hasta la segunda vértebra sacra donde termina en forma de saco.

w2
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Figura 1 Columna vertebral completa asi como el mimero de vértebras y su posicion. La
columna vertebral normal presenta siete vértebras cervicales (C), doce tordcicas (T), cinco

Iumbares (L), cinco sacras y cuatro coccigeas (modificado de Chusid 1987).

El espacio epidural separa a la duramadre de la columna vertebral y contiene tejido areolar

laxo y plexos venosos. El espacio subdural es un espacio estrecho entre {a duramadre y la

aracnoldes subyacente.
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Figura 2 Anatomia de la médula espinal ( Chusid 1987).

surco colateral posterior y el surco anterolateral, linea de origen de las raices anteriores. El
cordon anterior que yace entre el surco anterolateral y el surco medio anterior.
También en la médula espinal se localiza el conducto central, mismo que se

extiende por toda la longitud de la médula. Esta revestido de células ependimarias, tleno



con liquido cefaloraquideo, y se continua hacia arriba, para abrirse en la porcién posterior
del cuanto ventriculo, en el bulbo raguideo.
Segmentos de la médula espinal
Los segmentos de la médula espinal se designan como cervical, dorsal, lumbar y

sacro, para hacerlos corresponder con los grupos de nervios. Los segmentos individuales
varian en longitud, siendo cerca de dos veces mas largos en la region media dorsal que en
las &reas cervical o lumbar superior. La médula espinal se agranda considerablemente en
dos regiones: el ensanchamiento cervical que corresponde al 4rea de los nervios para los
miembros superiores y se extiende desde cerca del tercer segmento vertebral hasta el
segundo dorsal; y el ensanchamiento lumbar que va desde cerca del nivel de la novena
vértebra dorsal hasta la duodécima dorsal y se adelgaza después para formar el cono
medular (conus medullaris). Los dos ensanchamientos de la médula corresponden al origen
de los nervios para las extremidades superiores e inferiores. El ensanchamiento cervical da
origen a los nervios del plexo branquial y el ensanchamiento lumbar que no es tan extenso
corresponde al origen de los nervios del plexo lumbosacro {Chusid 1987).
Substancia gris

En seccidén transversal se ve que la médula espinal contiene una masa interna de
substancia gris en forma de H rodeada por sustancia blanca, la substancia gris esta
constituida por dos mitades simétricas unidas en la linea media por una conexidn
transversal (comisura), de sustancia gris, a través de la cual corre un pequefio conducto
central. La columna gris anterior (asta anterior) estd adelante del conducto central y
contiene las células que dan origen a las fibras de las raices ventrales. La columna lateral

contiene células preganglionares del sistema nervioso auténomo. La columna gris posterior
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(asta posterior) es una columna larga y delgada que llega casi hasta el surco colateral
posterior. Estd cubierta por una masa en forma de media luna, de tejido translucido, que
contiene células nerviosas. L.a formacion reticular es una red de prolongaciones que se
extienden dentro del cordon lateral situado entre los cordones anterior y posterior. El
conducto central divide la comisura transversal en las comisuras grises anterior y posterior.
La forma, cantidad y aspecto de la sustancia gris varia a diferentes niveles. La mayor
proporcidn de substancia gris a substancia blanca estd en los abultamientos lumbar y
cervical. En la region cervical la columna gris posterior es comparativamente estrecha y la
columna anterior es mas amplia. En la regién dorsal, las columnas grises anterior y
posterior son estrechas, haciéndose evidente la columna lateral. En la region lumbar, las
columnas anterior y posterior son mas amplias y expandidas. En el cono medular, la
substancia gris semeja dos masas ovales, una en cada mitad de la médula, conectadas por
una ancha comisura gris. La substancia gris de la médula espinal puede ser dividida en dos
componentes principales: motor y receptor. La parte motora comprende a las columnas
anterior v lateral y da origen a las raices anteriores. Contiene ¢l asta anterior con
motoneuronas que inervan a la musculatura estriada voluntaria. Las células de la columna
lateral dan origen a fibras preganglionares del sistema nervioso auténomo toracico y
lumbosacro, las cuales abandonan la médula espinal con las raices anteriores (figura 3).
Substancia blanca

La substancia blanca de la médula espinal se compone de fibras nerviosas dentro de
una red de neuroglia. Estas fibras son mielinizadas y no mielinizas y sirven para enlazar

entre si a diferentes segmentos de la médula espinal y conectar a ésta con el encéfalo.



Médula espinal
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Figura 3 Representacion de las vias ascendentes y descendentes de la médula espinal

(Chusid 1987).

Los fasciculos propios (fasciculi proprii), que se encuentran rodeando
inmediatamente a las columnas grises, contienen fibras cortas ascendentes y descendentes
que terminan dentro de la médula espinal. La substancia blanca estd dividida en tres
cordones por las raices posteriores y las mas laterales de las raices anteriores (Figura 3).

Cordén anterior se extiende entre el surco medio anterior y el anterolateral y se divide en:



Fasciculos descendentes:
Piramidal directo {movimientos voluntarios).
Vestibulo espinal (reflejos estatocinéticos).
Tectoespinal (reflejos audiovisuales)
Reticuloespinal (tono muscular )

Fasciculos ascendentes:
Espinotalamico ventral (tacto fino)

Espinoolivar (propiocepcion refleja).

Cordén lateral se extiende entre los surcos anterolateral y colateral posterior:

Fasciculos descendientes:

Piramidal cruzado (movimientos voluntarios)
Rubrospinal (tono muscular y sinergia)
olivospinal (reflejos)

Fasciculos ascendentes:
Espinocerebelosos ventral y dorsal (propiocepcion refleja)
Espinotalamico lateral (dolor y temperatura)

Espinotectal (reflejos).

Corddn posterior se extiende entre los surcos colateral posterior y medio posterior:

Fasciculos descendentes:

Fasciculo semilunar y fasciculo septomarginal (asociacién ¢ integracion).

Fasciculos ascendentes:



Fasciculo de Goll y fasciculo de Burdach ( vibracién, movimiento pasivo articular y

discriminacion de dos puntos), (Chusid 1987).

HISTOLOGIA

Los dos componentes principales del sistema nervioso recibieron el nombre de
substancia gris y blanca por su aspecto a simple vista, en la médula espinal la substancia
gris tiene a grandes rasgos, la forma de H cuando se observa en corte transversal. En
consecuencia se ha dicho que la substancia en cuestion tiene dos astas posteriores y dos
anteriores, el cuerpo de las neuronas es el elemento que abunda en el asta anterior. La
substancia gris tiene tal color por que contiene innumerables células v poca mielina. En la
médula espinal la substancia blanca que rodea la region en forma de H de substancia gris
esta compuesta de innumerables fibras nerviosas que se discurren en sentido ascendente y
descendente en la médula. Su color se debe a que la mayor parte de sus fibras estd cubierta
de mielina que es un material graso blanco. Las fibras estdn organizadas en haces de los
cuales cada uno contiene fibras recibidas de neuronas con funcién similar, de tal manera
que existen haces o fasciculos motores y sensitivos independientes (Ham 1985).

El SNC esta constituido por dos elementos celulares diferentes, las neuronas y la
glia que se forman a partir del neuroectodermo. La neurona es la unidad estructural y
funcional del sistema nervioso y se origina a partir de células indiferenciadas llamados
neuroblastos. La glia es la mas numerosa en todas las regiones de] SNC de los vertebrados,
esta constituida por oligodendrocito que son céluias responsables de la mielinizacién de los

axones del SNC, astrocitos divididos en dos tipos de acuerdo a su morfologia, el tipo 1
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llamados también protoplasmicos y el tipo 2 o fibrosos (Regan 1988) y la microgha que es
tercer tipo celular que encontramos en el SNC y representa un efemento no neuronal y no
astrocitico que ha sido motivo de controversia: su rovilidad, su polimorfismo y su
sensibilidad microambiental capaz de transformar su expresion fenotipica, desafia el uso de
términos convencionales para describirla (Theele y Streit 1993).

Las células de la microglia tienen las caracteristicas de las células del linaje
macrofagico (Frei y cols. 1987). Ademas del factor de necrosis tumoral (TNF), la microglia
produce interleucina-1 (IL-1) y proteasas, mediante las cuales puede mediar el dafio tisular
y por sus propiedades fagociticas remueve los detritos celulares. La liberacion de la IL.-3

derivada de los astrocitos induce la proliferacion de las células de la microglia (Frei y cols.

1988).
Barrera Hematoencefilica

La barrera hematoencefalica (BHE) esta constituida por las células endoteliales con
uniones muy estrechas y astrocitos, sirve para aislar al cerebro de los cambios de
composicion de los fluidos circundantes (Brightman 1991).

En condiciones normales la BHE impide ¢l paso de las células del sistema
inmunoldgico (SI) 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), ademas, existen areas periventriculares que
estan libres de la BHE, también en enfermedades neurolégicas se puede llevar a cabo la

produccién de inmunoglobulinas en el SNC. (Sharief y cols. 1990).



FISIOLOGIA

El sistema nervioso recibe estimulos, los cuales transforma en informacién util
como potenciales de accion.
Potencial de accicn.

La conduccion del impulso nervioso va acompafiada de un cambio eléctrico
caracteristico llamado potencial de accion (Figura 4). El pase del impulso nervioso esta
asociado a una despolarizacion reversible transitoria de la membrana, acompafiada de
cambios de permeabilidad en ella. Los iones sodio entran a la fibra nerviosa durante el
ascenso del potencial de accion y los de potasio salen, a través de canales sensibles al
voltaje (Tabla 1). Durante la repolarizacién el sodio (Na') sale activamente y regresa el
potasio (K") por medio de ia bomba Na' K*ATPasa la cual bombea estos iones en relacién
2:1 respectivamente, de esta manera se restablece las concentraciones originales de estos

iones y por lo tanto el potencial de reposo de la membrana, (Cunningham 1995).

Tabla 1 Concentracion aproximada de iones libres
en axén de mamifero

[on Concentracion Concentracion Potencial de
extracelular intracelular {Ion]e/[lon]i  Nernst’
(nM) (nM) (mV)

Na’ 145 12 12 +66

K* 4 155 0.026 97

Ca™ 15 <107 >1,500 >97

cr 120 4° 30° -90°

® Potencial de equilibrio calenlada a 37°C de la ecuacidn de Nernst
® Célculo asumiendo un potencial de reposo de -90 mV para la membrana
muscular y que los iones de CI estan en equilibrio
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Figura. 4 Evento en la propagacion del potencial de accién. Potencial de accion (Ey) y el
cierre y apertura de canales de Na®, K'. El potencial de Nernst del Na* y del K* son

indicados por Eng y Ex. (Diagrama modificado de Siegel y cols. 1998).



RESPUESTA INFLAMATORIA
La inflamacién es una de las reacciones del organismo cuando éste sufre invasién

por agentes infecciosos, estimulacidn antigénica o, incluso, lesiones fisicas. Tres son los

principales hechos que ocurren durante la inflamacion:

a) Aumento del aporte sanguineo a la zona afectada

b) Incremento de la permeabilidad capilar producido por reaccidn de las células
endoteliales y, posiblemente también por aumento del transporte vesicular a través del
endotelio. Esto permite que atraviesen el endotelio moléculas de mayor tamafio de lo
habitual, y los anticuerpos, el complemento y las moléculas de oiros sistemas
enzimaticos del plasma leguen al lugar de la inflamacion.

¢} Migracién celular. Los leucocitos, al principio los neutrdfilos v los macréfagos; mas
tarde, los linfocitos salen de los capilares a los tejidos circundantes; una vez en éstos

migran hacia el lugar de la lesion, bajo los estimulos quimiotacticos (Roitt y cols. 1996).

CONTROL DE LA INFLAMACION

El desarrolle de las reacciones inflamatorias estd controlado por las citocinas, los
productos de los sisternas enzimaticos del plasma y los mediadores vasoactivos, liberados a
partir de los mastocitos, los basofilos y las plaquetas, como se muestra a continuacion:
Hitamina (aminas vasoactivas). Es sintetizada por los mastocitos y los baséfilos, origina
un avmento de la permeabilidad vascular, contraccidn del musculo liso y provoca

quimiotaxis para eosinéfilos, ademas bloguean la funcién de los linfocitos T.
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5-Hidroxitriptamina (SHT) Serotonina (aminas vasoactivas). Es sintetizada por las
plaquetas y los mastocitos (en roedores), la serotonina promueve el aumento de la
permeabilidad vascular y contraccion del musculo liso

Factor activador de las plaquetas (PAF) Sintetizado por los basofilos, los neutrdfilos vy los
macrofagos; su acciéon provoca la liberacidon de mediadores plaquetarios, aumenta la
permeabilidad vascular, la contraccion del musculo liso y la activacién de los neutréfilos.
Factor quimiotdctico neutrofilico (NCF). Es producido por los mastocitos y ejerce accion
quimiotactica sobre los neutréfilos.

Componentes del sistema del complemento El sistema del complementa consiste de una
serie de proteinas plasmaticas, presentes en forma inactiva en el plasma como C1 a C9, que
tienen una importante intervencion en la inmunidad y la inflamacion. El paso critico en la
elaboracion de las funciones del complemento, es la activacion de su tercer componente
(C3). Después de que se activa este componente y se genera el factor C3b, se activan los
factores restantes, los cuales amplifican el proceso inflamatorio (Gallin 1993).

C3a Este componente promueve la degranulaciéon de los mastocitos y la contraccion del
musculo liso.

C5a Promueve la degranulacion de los mastocitos, es quimiotactico de los neutréfilos y los
macrofagos, promueve la activacién de los neutréfilos, tiene accidn sobre la contraccién del
musculo liso y aumnenta la permeabilidad capilar,

Bradicinina. Su origen es a partir del sistema de cinina (cininégeno) su accion origina

vasodilatacién, contraccién del musculo liso aumento de la permeabilidad vascular y dolor.



Fibrinopéptidos y productos de degradacion de la fibrina. Se originan a partir del sistema
de coagulacion, promueve un aumento en la permeabilidad vascular, son moléculas
quimiotacticas para los neutréfilos y los macréfagos .

Eicasanoides:Prostaglandinas (PGs), Tromboxanos (TXs), Leucotrienos (LTs)..Son
productos del metabolismo del acido araquiddnico (AA). Los TXs (sintetizados por la
ciclooxigenasa) promueven la agregacion plaquetaria y son vasoconstrictores, la PGs
(sintetizada por la ciclooxigenasa) disminuyen la agregacién plaquetaria y son
vasodilatadores (produce inflamacién v edema) algunas son quimiotdcticas para leucocitos
por la via que no involucra la ciclooxigenasa . Los LTs (sintetizados por la lipooxigenasa)

son potentes quimioticticos, promueven la adhesion de los neutrdfilos y degranulacion

(Williams y Higgs 1988).

RESPUESTA INMUNE

El sistema inmunoldgico (SI) es el encargado de proteger al organismo de agentes
infecciosos o algin tipo de dafio al que se le someta. La respuesta inmune (RI) es el
resuitado del reconoctmiento de antigenos extrafios que ingresan al organismo que
provocarn una reaccidn apropiada para eliminarlos (Male v cols. 1991).

La RI se ha clasificado en dos tipos que reflejan la funcidn de dos distintas
poblaciones de los linfocitos; la respuesta humoral especifica mediada por anticuerpos,
producto de la activacién de los linfocitos B, y la respuesta celular, la cual es mediada por
linfocitos T. No obstante para que un linfocito B activado realice su funcién se necesita de
la cooperacion de los linfocitos T. Asi mismo, la activacion de las células T requiere de la

presentacion de material extrafio por parte de las células B o de los macrofagos.



RESPUESTA HUMORAL

La respuesta humoral esta mediada por anticuerpos, de los cuales se sabe que poseen
especificidad para un determinado antigeno. Los anticuerpos son sintetizados por las células
plasmaticas que provienen de los linfocitos B. La activacién de los linfocitos B depende de
la presencia de receptores de antigeno en su membrana. Estos receptores son anticuerpos,
los cuales tapizan la superficie de cada linfocito B maduro. Cuando un antigeno contacta
con la célula B, sus determinantes antigénicos se unen a los anticuerpos de superficie que
les son complementarios. Por ello, solo aquellos linfocito que poseen receptores afines, se
diferenciaran en células plasmaticas productoras de anticuerpos con tal especificidad.

En los mamiferos existen cinco isotipos o clases de anticuerpos 0 inmunoglobulinas.

IgG Es la inmunoglobulina mas abundante de la circulacién sanguinea, comprende
aproximadamente 70% del total de las inmunoglobulinas circulantes. Existen cuatro
subclases designadas como 1gGi, 1gG;, 1gGs, e IgGas, aunque todas presentan estructuras
muy semejantes, poseen distintas actividades biolégicas (Roiit y cols. 1996).

IgM Es el primer anticuerpo que aparece en la circulacion sanguinea, en respuesta a
una estimulacién antigénica inicial. A pesar de que la produccién de IgM no es prolongada,
su participacién inicial es importante ya que comparada con otras inmunoglobulinas, es un
polimero que capta mayor nimero de antigenos v es mucho mas efectivo para activar a las
moléculas del complemento.

Igd. Es la inmunoglobulina mas abundante en el organismo. Hay dos subclases,
IgA) e IgA,, v se encuentra en dos formas, una monomérica (generalmente IgA;) que se
halla en la circulacién sanguinea, y otra polimérica presente en las mucosas. La IgA sérica,

activa a los componentes del complemento por la via alterna (Roitt y cols. 1996).



IgD. Esta molécula practicamente no se encuentra libre en el plasma sanguineo, su
funeiodn no ha sido plenamente identificada aunque se ha demostrado que es un receptor de
antigeno en los linfocitos B maduros, por lo que se considera un marcador de la maduracién
para estas células. En algunos estudios se le atribuye una participacion en la diferenciacion
de los linfocitos B a células plasmaticas productoras de anticuerpos.

IgE. Se encuentran en minima concentracion en el plasma sanguineo. Causa
diversos procesos alérgicos como la fiebre del heno. En las mucosas, la IgE tiene una
funcién importante en la respuesta inmunitaria contra los pardsitos por que, activa la
degranulacion de las céhulas cebadas. Estas células poseen receptores para la Fe (fraccion
cristalizable) de la IgE, la cual puede fijarse a la superficie celular y de esta manera
interactuar con el antigeno, produciendo la liberacién de sustancias vasoactivas como la
histamina, la serotonina, etc., que desencadenan los sintomas de las alergias (Roitt y cols.
1996).

En términos generales, los anticuerpos son moléculas efectoras de la respuesta
inmunitaria, que inhiben la adhesion de los parasitos, neutralizan toxinas y los virus,
opsonisan a las particulas favoreciendo la fagocitosis, activan al sistema del complemento ¢
inmovilizan a las bacterias. Ademas, el enlace de la Fc de la IgG con los monocitos, con los
granulocitos o con las células asesinas naturales, (NK) y el Fab unido con células extrafias
(parasitos, tejido injertado, etc.) causa la destruccién de la célula blanco, proceso
denominado toxicidad celular dependiente de los anticuerpos. Del mismo modo, otros
anticuerpos como ¢l IgE, estimulan la degranulacion de los eosinéfilos o las células cebadas

para la eliminacién de los paréasitos (Roitt y cols. 1996).



RESPUESTA CELULAR

Las diversas funciones de la célula T se denominan colectivamente como respuesta
inmunitaria celular. Este tipo de reacciéon es importante en la proteccion contra las
infecciones, en particular por los virus y los hongos, asi como en la eliminacién de las
células tumorales. Los mecanismos mediados por los linfocitos T comprenden la induccién
de la respuesta humoral, la citotoxicidad, asi como los mecanismos de cooperacién y
supresion.

Existen dos grandes subpoblaciones de hinfocitos T: aquelios linfocitos T portadores
de la proteina CD4 que por su funcién reguladora se denominan cooperadores de la
respuesta inmunitaria, y los linfocitos T portadores de la proteina CD8, que son células
efectoras de la respuesta celular y que por su funcién se denominan citotoxicos. Tanto los
linfocitos T CD4+ como los CD8+ poseen los mismos receptores para el reconocimiento
del antigeno; pero la activacion se inicia con la unidn especifica de sus receptores con un
complejo formado por el antigeno y una molécula de histocompatibilidad. Los linfocitos T
citotoxicos reconocen a los péptidos unidos con moléculas de la clase I, mientras que los
cooperadores se activan mediante péptidos unidos con moléculas de la clase II (Roitt v cols.
1996).

Se ha descrito que la activacion inicial de las células inmunitarias es mediada en
gran parte por el reconocimiento de las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad, y se ha observado que luego de la interaccién celular, se producen
temporalmente distintas proteinas solubles, denominadas citocinas. Estas moléculas reguian
la intensidad de la respuesta ya que inducen el crecimiento y la madurez de las células

activadas, transformandolas en células efectoras de la respuesta. La presencia de receptores



para citocinas en las células activadas, se apoya en una estimulacion antigénica especifica;
esto permite que la respuesia inmunitaria esté¢ dada por la proliferacién de determinados
clonos ya que sélo algunos de ellos expresan receptores para los mediadores de la respuesta.

En contraste con los anticuerpos, las citocinas no reaccionan con los antigenos que
inducen su produccién pero son portadoras de mensajes que han de originar una respuesta

en grupos celulares distantes, por lo que han sido consideradas como las hormonas de la

inmunidad (Roitt y cols. 1996).
Citocinas

La citocinas son mediadoras de la Rl e inflamacién, su secrecion es breve, actian en
diferentes tipos celulares, su accién frecuentemente es redundante e influyen sobre Ja accién
de otras citocinas, se unen a receptores especificos en las células blanco, que son
polipéptidos producidos principalmente por macréfagos y linfocitos.
Interleucina 1. La interleucina 1 (IL-1) es considerada como un importante mediador
inflamatorio. n vitro la IL-1 promueve la liberacidn de la prostaglandina E, (PGE;) de
muchos tipos celulares. /n vivo la IL-1 produce reacciones inflamatorias sistémicas tales
como fiebre, reduce el fierro en plasma y el zinc, e incrementa el cobre en plasma.
Localmente la IL-1 promueve la adhesién de los neutréfilos al endotelio de los vasos
sanguineos; los neutr6filos son liberados de la médula dsea como respuesta a esta citocina.
Ademas, 1a IL-1 estimula la produccion y la proliferacion de los linfocitos CD4+ y CD8+ e
incrementa la sintesis de IL-2, I1-6 ¢ IL-8 .Los macrofagos y los queratinocitos producen
grandes cantidades de interleucina 1 (IL-1) como respuesta a un estimulo infeccioso o al
dafio tisular e incluso su sintesis se incrementa al estar en contacto con la misma IL-1. El

receptor de la [L-1 es una proteina de superficie que se expresa en fibroblastos y



macrofagos, asi como en linfocitos T y B activados, su actividad es inhibida por la
interleucina 10 (IL-10), por las prostaglandinas y los corticoides (Durum 1993).
Interleucina 2. Este factor por si solo estimula el crecimiento y diferenciacion in vitro de
cultivos de los linfocitos T, por lo que se le denominé originalmente como factor de
crecimiento de las ¢élulas T (TCGF; del inglés: T cell grow factor). La IL-2 es producida
por linfocitos T activados (cooperadores o citotdxicos), estimula la secrecion de diversas
linfocinas, también tiene efecto sobre la NK, las cuales no requieren un contacto previo con
el antigeno. En sinergismo con la IL-4, es factor de crecimiento y diferenciacién de los
linfocitos B activados. En los macréfagos induce la expresion de las moléculas de clase 11
del MHC. En la médula Osea, activa la generacion preferencial de las células NK.

Un aspecto importante en la regulacion del efecto de la IL-2 es la expresién de los
receptores en la superficie celular. El receptor de la IL-2 es inducido y se expresa en los
linfocitos T, las células NK, los linfocitos B, los macréfagos y las células inmaduras de la
médula sea (Roitt y cols. 1996).

Interleucina 3 Es una glicoproteina inducible que se sintetiza en las células activadas; la
producen los linfocitos T CD4+, las células NK y los mastocitos. Previamente se le
denominé como factor de crecimiento de las células hematopoyéticas (HCGF), ya que en la
médula ésea es un factor de auto-renovacion de los blastos que son el origen de nuevas
células, favorece la proliferacion de los monocitos v los macréfagos.

Interleucina 4 Es producida por linfocitos T y mastocitos, aunque también la IL-1 puede
inducir su secrecion en el estroma celular de la médula dsea. La interleucina 4 (IL-4)
primero se denominé como factor 1 de crecimiento para las células B (BCGF-1), luego

factor estimulador de las células B (BSF-1) ya que actla principalmente en las células B,



también induce diferenciacion en las células pre-B que expresan IgM de superficie y
aumentan la expresion de moléculas de clase II del MHC en los linfocitos B. En sinergismo
con {a IL-3 inducen la diferenciacion de los mastocitos, tiene accion en los linfocitos T, los
macrofagos y los granulocitos. La 1L-4 induce la expresion de la [L-2 y de su receptor de
alta afinidad en los linfocitos T activados, tiene un efecto semejante al factor activador de
los macrofagos ( Roitt y cols, 1996.).

Interleucina S Es producida principalmente por los linfocitos T CD4+ por estimulos
antigénicos y por los mastocitos, induce la proliferacién in vitro de los linfocitos B
activados por antigenos, incrementa la expresidn del receptor de la [L-2 en los linfocitos B
y en presencia de la IL-4 amplifica la sintesis de la IgE. Un efecto importante de esta
interleucina es que induce la diferenciacién de los eosinéfilos a partir de sus precursores de
la médula 6sea. En los eosinofilos, incrementa la liberacion del contenido granular, lo que
sugiere su participacién en la reaccion inflamatoria. Otros efectos incluyen que, en
presencia de la IL-2, favorece la proliferacidn de los linfocitos T CD4+, asi como la
diferenciacion de los linfocitos CD8+y la citotoxicidad de las c¢élulas NK (Roitt y cols.
1996).

Interleucina 6 Su sintesis es inducida por la IL-1, la IL-2 y el factor de necrosis tumoral
(TNF) y su principal origen son los macréfagos, los linfocitos T y los mastocitos. Sin
embargo, en las células no hematopoyéticas (células endoteliales, fibroblastos v
queratinocitos) también puede ser inducida por otras citocinas como en el caso de los
fibroblastos que la producen por efecto del interferén beta (IFNP). Los efectos de la IL-6 se

asemejan a los de la IL-1 ya que es multifuncional en distintos tejidos. La IL-6 estimula la
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proliferacién de los linfocitos B. Esta interleucina es el principal inductor que convertira los
linfocitos B en células plasmaticas funcionalmente activas (Roitt y cols. 1996).
Interleucina 8 Es sintetizada principalmente por los monocitos, pero existen otras células
que la producen como los fibroblastos, los queratinocitos y las células endoteliales en
respuesta a la IL-1. La IL-8 es un quimiotdctico para los neutréfilos y en menor grado para
los basofilos y los linfocitos T. En los neutrofilos induce ademés un aumento en la
expresion de las moléculas de adhesion por lo que favorece la union de las células a las
paredes endoteliales de los vasos permitiendo su migracién hacia el gradiente de IL-8
(Roitt y cols. 1996).

Interleucina 10 La interleucina 10 (IL-10) es secretada por una subpoblacién de los
linfocitos T cooperadores que suprimen la produccién de citocinas en subpoblaciones de
linfocitos T que no la sintetizan. Por lo anterior, se¢ le ha denominado factor inhibidor de la
sintesis de citocinas y posiblemente constituye un factor de regulacién de la respuesta
inmune (Roift y cols. 1996).

Interleucina 12. La interleucina 12 (IL-12) es producida por los monocitos-macréfagos y
linfocitos B. En las células NK y los linfocitos T induce la transcripcidn y la secrecion de
citocinas, aumenta la actividad citotdxica e induce la produccion del IFNy.

Interferén gamma Originalmente fue descrito por su actividad anti-viral, es producido por
los linfocitos T activados por un mitégeno, por un antigeno o por las células NK activadas,
inhibe la producciéon de la [L-4 y neutraliza la induccién de la sintesis de anticuerpos,
promueve la expresion de las moléculas de la clase II del MHC en las células que
normalmente no lo presentan como son los queratinocitos, las células del tejrdo conectivo,

las endoteliales v atn las epiteliales; induce la expresion de los receptores para la IL-2 en



fagocitica y microbicida. Una de las caracteristicas de todas las células fagociticas es que en
la fase inicial del proceso de fagocitosis, captan oxigeno en forma acelerada (estallido
respiratorio), produciendo gran cantidad de radicales libres (RL). El estallido respiratorio
también se observa en células de la microglia del cerebro, monocitos, basofilos, fibroblastos
y eosindfilos. De hecho, los monocitos muestran un estallido respiratorio mas marcado pero
no tan grande como el de los neutréfilos. Los monocitos contienen una enzima tipo
mieloperoxidasa muy activa que desaparece conforme se diferencian los macrdfagos.

La gran cantidad de radicales libres (RL) que se producen durante la respuesta
inflamatoria, ileva a un estado de estrés oxidante que da como consecuencia la destruccion
del tejido medular. Los RL son capaces de modificar las biomoléculas como los lipidos de
la membrana (lipoperoxidacién), las proteinas, los 4cidos nucleicos, etc. (Zwart y cols.
1998).

BIOLOGIA DE LOS RADICALES DEL OXIGENO.

Los electrones de atomos y moléculas sélo pueden ocupar regiones de espacios
denominadas orbitales. Cada orbita solo puede contener dos electrones como méximo.

Cuando en un orbital atémico externo hay un solo electron, se dice que este dltimo
no ¢std apareado, con base en esto: un radical libre es cualquier especie atdmica o
molecular que tenga uno o mas electrones no apareados, por lo tanto un nimero total impar
de electrones.

Los pares de electrones de cada orbital tienen un giro o rotacién sobre su eje opuesto
entre si (antiparalelo). El giro electrénico es un vector que representa el campo magnético

inducido por la rotacién, de tal manera que un par de electrones con giro opuesto anulan

reciprocamente su campo magnético.
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Los radicales libres son por lo general muy reactivos y buscan con avidez completar
su par electrénico. Esto puede lograrse mediante una reaccién entre dos radicales, con lo
cual ambos dejan de serlo, o bien sustrayendo un electrén de ofra molécula, la cual se
convierte entonces en un radical. Este dltimo mecanismo puede dar lugar a reacciones en
cadena, es decir la propagacion del fepémeno inicial.

RADICALES DERIVADOS DEL OXIGENO

Cuando una molécula de oxigeno acepta un electrdn, se convierte en un radical con
carga negativa, el anién superdxido. Este se representa con el signo negativo de la carga
anidnica y un punto que indica que se trata de un radical (es decir la presencia de un
electron no apareado) Q2 . El segundo producto de la reaccién (H203), no es realmente un
radical, pero su importancia radica en que por su captacién de un electrdn y de un protén
puede dar lugar a la formacidn de una molécula de agua y a un radical hidroxilo OH'

El oxigeno molecular puede absorber energia (22kcal/mol) y convertirse en una
molécula sumamente reactiva: el singulete de O, , representado graficamente como 'Oz’

Por absorcién de otras 15 kcal/mol, este singulete puede convertirse en otro
representado graficamente como 'O, cuya vida es efimera y se convierte rapidamente en
el singuiete '0,". En la formacién de los singuletes no hay adicidn de los electrones, sino

que se trata realmente de redistribucién de los mismos en el viltimo orbital.

PRODUCCION BIOLOGICA DE RADICALES
Anidén superoxide Una pequefia porcion del Op utilizado en la respiracion
mitocondrial, escapa como superdxido (del 1 al 2% del O, consumide). Quiza {a fuente més

importante de produccién de radicales superoxido in vivo sea la del estallido respiratorio de



las células fagocitarias activadas por contacto con particulas extrafias. En la membrana
citoplasmatica de estas células se encuentra un complejo enzimatico denominado NADPH

oxidasa que cataliza la siguiente reaccidn:

20, +NADPH +H" NADPoxidassa 20 -4 NADP* +2H" (1)

La presencia en el citoplasma del fagocito de la enzima superoxido dismutasa,

produce la siguiente reaccién:

2 02_.+ 2H+ superoxido dismutasa 0, + H202 (2)
_>

Los fagocitos contienen también una mieloperoxidasa, que utiliza el poder oxidativo

del peréxido de hidrogeno (H,O2) para transformar los halogenuros ¢ hipohalogenuros,

segln la siguientes reacciones:

H202 +Cl- rnicloperoxidasa OC]-— HZO (3)

OCI + Hzol mieloperoxidasa Cl + Hzo + l02 . (4)

Como se puede observar, en las reacciones 1 y 4 el aumento en el consumo de
oxigeno en el estallido respiratorio de los fagocitos estd destinada a producir una gran
cantidad de metabolitos del oxigeno, como el radical anidén superdxido, el perdxido de

hidrégeno y el singulete de oxigeno, que tienen poder bactericida, atin cuando no todos sean

propiamente radicales,
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Radical hidroxilo. El peroxido de hidrégeno (H20,) formado en la reaccion (2), a pesar de
no ser en si un radical, tiene una importancia vital, ya que en presencia de los metales de

transicién Cu” o Fe** da lugar a la formacién del radical hidroxilo mediante la reaccién de

Fenton.

H,0, + Fe** — 3 Fe’* +OH +OH

Por otro lado, ¢l radical anién superéxido cede uno de sus electrones para restaurar
el Fe?" que es necesario para la formacién de radical hidroxilo, por medio de la siguiente
reaceion ;

Fe¥* + 0 —>» Fe +0,

El conjunto de reacciones descritas, es decir, la ;iismutacién del radical anidén
superdxido (O;") que produce peroxido de hidrégeno (H,O;), el cual a su vez se
descompone en el radical hidroxilo (OH) con intervencién del Fe** y la regeneracion de
este ultimo por medio del radical anion superdxido, constituye el ciclo de Haber-Weiss.

La coexistencia del radical anién superdxido (02 ) y del perdxido de hidrogeno
(H,07), en un medio biolégico que tiene hierro, es muy peligrosa, ya que el radical
hidroxilo (OH') formado es un radical altamente reactivo que interacciona con casi todas las
moléculas que se encuentran en el organismo, a velocidades sélo limitadas por su difusién.

Existen radicales libres (RL) que estan constituidos por otros elementos quimicos

como son: azufre (8), nitrégeno (N), cloro (Cl), carbono (C), etc. a los cuales puede o no

asociarse el oxigeno, por ejemplo SO, NO, CO), etc. Algunos metales como el Fe, el Mn,

el Co, el Ni y el Cu también pueden ser considerados como RL ya que contienen electrones

sin aparear.




Hay varias vias en las células aerébicas que conducen a la produccién de RL del
oxigeno por ejemplo, la produccién en la respiracién mitocondrial normal, la oxidacion de
las catecolaminas y la activacion de los neutrofilos, entre otros (Maza y Frishman 1987).

Cuando se producen grandes cantidades de RIL las enzimas antioxidantes de la
célula que detienen el ataque oxidativo pueden no ser suficientes. Entre estas defensas
tenemos: Las superoxido dismutasas, (convierten el anion superdxido en perdxido de
hidrogeno), la catalasa (transforma al perdéxido de hidrdgeno en agua y oxigeno), la
glutation peroxidasa (con glutation reducido (GHS) transforma los peréxidos en agua v
oxigeno) (Figuras 5 y 6), la vitamina E (atrapa radicales hidroxilo), los beta carotenos
(atrapadores de singulete de oxigeno), etc. Cuando los mecanismos de defensa son
sobrepasados esto se traduce en un dafio oxidativo para la célula originando:

a) Destruccion de los grupos sulfhidrilo esenciales de las proteinas.

b) Modificacién de las bases nitrogenadas y ruptura de las cadenas de los écidos

nucleicos, originando un dafio genético y posteriormente mutaciones.

c¢) Ataque de acidos grasos de las membranas ya que estas estdn constituidas

principalmente de 4cidos grasos poliinsaturados que son blanco preferencial de
ataque por los radicales libres. Este ataque, a su vez origina alteraciones en la
permeabilidad de la membrana y por lo tanto incapacidad para generar gradientes
idnicos, lo que trae como consecuencia un decremento en la capacidad
metabdlica al no tener la ¢élula, por un lado la capacidad para generar el ATP lo
que lleva 2 un edema celular, ademas se incrementa la entrada Ca®, que a su vez

activa enzimas que provocan la digestion de metaloproteinas, lo que hace que se



liberen los metales de transicidn, y se originen mas radicales libres, llevando todo
esto a la muerte celular.

N SOD
ZH +0 4, + O ,- ~—» H,0,+ O,

SUPEROXIDO DISMUTASA

CATALASA
2H,0, — 2H,0 + O,

CATALASA

Figura 5 Actividad de dos enzimas antioxidantes: superéxido dismutasa (SOD) y catalasa,

durante el esirés oxidante. (F 3: anién superéxido, H>O;: perdxido de hidrégeno.

GLUTATION
PROXIDASA
GSHP,
2GSH+H,0, ~ ™ GSSG +H,0
GSHR GLUTATION REDUCTASA
JNADP* 2NADPH + H*
G6PH GLUCOSA 6 FOSFATO
DESHIDROGENASA

Figura 6 Mecanismo por el cual la glutationperoxidasa (GSHPy) transforma el peroxido
de hidrégeno (H;O, ) en agua y oxigeno para disminuir el estrés oxidante. GSHRy:
gluation reductasa; 2GSH: glutation reducido; GSSG: glutation oxidado; NADPH+H:
NADPH reducido; NADP": NADP" oxidado; G6PH: glucosa 6 fosfato deshidrogenasa



LIPOPEROXIDACION

El proceso de lipoperoxidacion estd dividido en tres etapas: inicio, propagacion y
terminacién (Halliwell y Gutteridge 1985). E! Inicio de la lipoperoxidacién en un 4cido
graso polinsaturado de la membrana es debido al ataque de una molécula lo suficientemente
reactiva para abstraer un atomo de hidrégeno de un grupo metileno (—CH;—), una vez que
el hidrégeno es removido, el atomo de carbono gueda con un electrén desapareado (—CH—
). La presencia de dobles enlaces en los acidos grasos debilita la unidon C—H, y asi es
facilmente removido el hidrégeno. El radical carbono tiende a estabilizarse por medio de un
rearreglo molecular para producir un dieno conjugado, el cual ficiimente reacciona con
oxigeno molecular para dar un radical peroxi R—0O°, este radical puede abstraer un atomo
de hidrégeno de otro dcido graso, (estado de propagacion de la lipoperoxidacion) y asi una
vez que el proceso es iniciado tiende a continuar mediante reacciones en cadena. El radical
peroxil combinado con el 4tomo de hidrégeno forma un hidroperéxido de lipido R—OOH,
ademds también se forman perdxidos ciclicos y endoperdxidos ciclicos. Estos compuestos
son moléculas moderadamente estables a temperatura fisiologica, pero en presencia de
metales de transicién se cataliza su descomposicion. La ferritina cataliza la descomposicién
de los hidroperdxidos y €stos son sustrato en presencia de Fe** para la formacion de mas

' radicales como el radical R—O’, radical alkoxil de reactividad semejante al OH .
La formacién del malondialdehido (MDA) (figura 7) y otros aldehidos es el

resultado final de la fragmentacion que sufren los peréxidos ciclicos y endoperdxidos.

CH;
Ve N

O= C=0 Malondialdehido
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Finalmente en la fase de terminacion encontramos la formacién de productos finales
de la lipoperoxidaciéon que son los aminoiminopropenos o bases de Schiff (lipofuscinas
fluorescentes ) también llamados productos lipidicos fluorescentes de la peroxidacion, estos
productos son el resultado de la reaccién de compuestos carbonilo como ¢l malonaldehido

con grupos amino de las proteinas, aminoécidos libres o acidos nucleicos.

H H
7’ /
R{"C=O + R—l "'NH), reaccion quimica R}"'C=N"'R2

Aldehido  Compuesto Base de Schiff

Amino

El MDA también puede polimerizarse y formar polimalondialdehido, que es otro

producto final fluorescente de la lipoperoxidacion; estos productos son muy estables y no

son reactivos (Figura 7).

CH; CHO
S ~ 7
OHC CH=C
N
CHO

Polimalondihaldehido
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Peroxidacion iniciada por Radicales libres

ACIDOS GRASOS ..
(Dienos Conjugados) -e— & —® Sustraccién de H

e

LIPOPEROXIDOS

{Acelerada por calentamiento,

Descomposicién acidos y por iones metal)

Carbonilos incluyendo
MDA

OHC-CH2-CHO
+RINH2 / \OH-CHZ-CHO

CH2
CHO
R IN=CH-CH=CHOH OHC~ ™~ CH=C/

v \ N CHO
RIN=CH-CH=CH-NHR2

AMINOIMINOPROPENQ BASES DE SCHIFF POLIMALONDIALDEHIDO

Figura 7. Proceso de lipoperoxidacion. H: hidrégeno; MDA: malondialdehido, (Halliwell

v Gutteridge 1985).

FISIOPATOLOGIA DE LA LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL

La lesion traumdtica de la médula espinal (LTME), ocasiona alteraciones
estructurales y funcionales, que van desde el bloqueo transitorio de la conduccién eléctrica,
hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado de lesion (Goodkin y Cambell 1979,
Balentine 1983). El tratamiento, desde el punto de vista médico, tiene un elevado costo por
el gasto de recursos tecnolégicos y posteriormente, por las limitaciones que se generan para
poder reintegrar a los pacientes a sus actividades productivas. Algunos estudios indican que

la incidencia de morbi-mortalidad de este padecimiento es considerablemente elevada



(Bedbrook 1987, Stover y Fine 1987). En nuestro pais se reporta en la zona metropolitana
del Distrito Federal una incidencia de 12 por millén (Ibarra y cols. 1990), y en un estudio

mads reciente en la misma zona se reporta una incidencia de 9 por cada millon de habitantes

(Grijalva y cols. 1995).

Después de producirse una lesion medular mecédnica (lesiéon primaria) se
desencadenan una serie de mecanismos autodestructivos (lesion secundaria) que originan
una destruccion mayor del parénquima medular con secuelas a largo plazo (Goodki y
Cambell 1979, Balentine, 1983, Lemke y cols. 1987). El primer mecanismo secundario que
aparece después de la LTME es la pérdida de la regulacidn idnica, incrementédndose la
concentracion de los iones de Na* y Ca®* intracelulares y disminuyendo los iones de K* y
magnesio (Mg); esto lleva a una despolarizacién de la membrana neuronal y al acarreo de
moléculas de agua asociadas con los iones Na" y Ca®* lo que produce edema (Lemke y cols.
1987, Young y Koreh 1986). El exceso de Ca®" libre intracelular activa las proteasas neufras
que destruyen los neurofilamentos, parte fundamental del -citoesqueleto axonal,
observandose en las primeras horas o dias poslesion un colapso y fragmentacion axonales
(Siegel y cols. 1998). Ademds, el Ca®* libre también activa proteasas y fosfolipasas que
actian sobre la mielina destruyéndola (Balentine 1988). Asimismo se observa liberacion de
glutamato y aspartato en grandes cantidades, como resultado de la entrada masiva de Ca®*,
provocando excitacién intensa de las neuronas viables; este efecto toxico se conoce como
excitotoxicidad (Feden y Sinon 1988). Otro mecanismo de la lesién secundaria es la
neurotoxicidad causada por el ataque de los RL a las biomoléculas del tejido nervioso
(estrés oxidativo) (Zwart y cols. 1998). El SNC es particularmente sensible al ataque de los

RL por varias razones. La membrana celular lipidica es rica en colesterol y acidos grasos



poliinsaturados los cuales son blanco preferencial de los RL de oxigeno. Ademas el SNC es
rico en hierro, y éste es el principal inductor de la produccién de RL después de una lesion
en el propio SNC. Asimismo el SNC tiene pocas defensas antioxidantes, lo que origina que
sea aun mas vulnerable (Feden 1987) (Figura 8). Cuando ocurre una LTME, los RL también
atacan a otras biomoléculas como son las proteinas, el DNA y el RNA, provocando
mutaciones o dafios irreversibles que llevan a la muerte celular (Zwart y cols., 1998). Otra
molécula que es producida por diferentes tipos celulares después de una L.TME y que puede
danar el parénquima medular es el 6xido nitrico (ON), (Hamada y cols. 1996a y 1996b).
Cuando se activan los receptores del tipo NMDA por accién del glutamato, se abren canales
de Ca* acoplados al receptor, asi como canales sensibles a voltaje, aumentando la
concentracién de Ca®* intracelular. El Ca® a su vez activa a la oxido nitrico sintasa

constitutiva (ONSc), originando un incremento en sintesis de ON. El ON reacciona con el
anién superdxido para formar peroxinitrito (02~ + NO' =>0ONOO ). A pH fisioldgico el
peroxinitrito reacciona con las proteinas, los fosfolipidos, etc., o bien se descompone en
productos citotoxicos como lon nitronio (NO2+), bidxido de nitrégeno (NO2) y radical

'OH, asi que parte de la toxicidad del ON puede deberse a su interaccion con 02~ (Paker y

Murphy 1994). Por otra parte, se sabe que el ON desacopla la cadena transportadora de

electrones en la mitocondria, produciendo RL (Siegel y cols. 1998) (Figura 8).
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Figura 8 Vias que contribuyen a la excitotoxicidad neuronal después de una lesion.
MGIuR: receptor metabotropico de glutamato; NMDA-R: receptor N- metil-D-aspartato;
AMPA/KA: receptores de glutamato tipo AMPA/KA; PL: fosfolipidos; PLA2: fosfolipasa
A2; DAG: diacilglicerol; PLC: fosfolipasa C; PKC: proteina cinasa C, G: proteina G,
PIP2: fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato; IP3: inositol 1,4, 5-trifosfato; ON: oxido nitrico;, O; "
radical superéxido; Hy O : perdxido de hidrégeno; VSCC: canales de Ca’* sensibles a

voltaje. (Diagrama modificado de Siegel y cols. 1998).

Ademas el ON tiene un efecto directo sobre aguellas enzimas en cuyos centros
cataliticos existe hierro/sulfuro, como son: la ribonucledtido-reductasa, en la sintesis del

ADN y tres enzimas mitocondriales contenidas en el ciclo de Krebs, ademas de 1a NADPH-



ubiquinona oxido reductasa, asi como la succinato-ubiquinona oxido reductasa en la cadena
transportadora de electrones (Schweizer y Richter 1994). Por otro lado, el ON juega un
papel importante sobre la respuesta inflamatoria, por estimulacion de la ciclooxigenasa,
aumentando la produccion de prostaglandinas (Viadutiu, 1995).

Finalmente otro mecanismo muy importante que se origina después de una LTME y
que tiene una alta participacién en la generacién de RL es la respuesta inflamatoria. Casi
inmediatamente después del traumatismo ocurre una reaccion inflamatoria que involucra la
accion de mediadores quimicos, la bradicidina y sus precursores (Francel 1992), las
citocinas: interleucinal, interleucina 2, interleucina 6, factor de necrosis tumoral alfa
(NTFa), etc. y la participacion de las células inflamatorias, lo que origina la activacion de
celulas inmunolodgicas residentes (astrocitos y microglia) y de las reclutadas desde la
periferia: macrdfagos, linfocitos, etc. (Popovich y cols. 1997).

La respuesta inmune a la lesiéon involucra dos etapas de infiltracién celular
(Popovich y cols. 1997): La primera, dominada por células polimorfonucleares (PMN) que
predomina durante las primeras horas (Blight 1992). Los neutrofilos aparecen en la pared de
las venas y vénulas adyacentes a la lesion, en las primeras 3 a 4 horas (Dussart y Schwab
1994, Means y Anderson 1983), siendo observados en el tejido hasta las 8 a 24 horas
posteriores a la lesion (Means y Anderson 1983). La respuesta inflamatoria se ve reflejada
en el aumento del nimero de leucocitos en el liquido cefalorraquideo (Travlos y cols.
1994), la infiltracién de células PMN en el sitio de lesién (Braund y cols. 1990; Means y
Anderson 1983), ¢l incremento en los niveles de leucotrienos (LT), principalmente LTBy,
asi como en la actividad de la mieloperoxidasa (Hsu y cols. 1986). Ademas, en estudios

experimentales se ha demostrado que entre 3 y 12 horas posteriores a la lesion , existe un



aumento significativo de la molécula de adhesion intercelular T ACAM-I), la cual participa
en la infiltracién tisular de los neutrdfilos (Hamada y cols 1996b).

La segunda etapa de infiltracion celular se caracteriza por la presencia de
macréfagos, mismos que se observan en los primeros dos dias y alcanzan un pico de los S a
7 dias poslesion (Blight 1992). A los dos dias postlesién existe proliferacion y
reclutamiento de macrofagos y microglia, siendo mayor dentro de los 4 a 8 dias (Dussart y
Schwab 1994). Después de la lesion se han detectado productos de estas células (IL-I)
(Wang v cols. 1997). Durante esta fase también se ha observado infiltracion linfocitaria de
los 3 alos 7 dias postesién (Popovich ¥ cols. 1997)

A pesar de que se le han conferido efectos benéficos a la respuesta inflamatoria
(Lotan y Schwartz 1994), después de una LTME, dicha respuesta puede ser la responsable
de ]a pecrosis del tejido lesionado y circundante (Rothwell y Relton 1993; Lotan y
Schwartz, 1994; Zhang y cols. 1997), ya que se sabe que esta respuesta inflamatoria juega
un papel muy importante en {a generacién de RL, que dafian a las células nerviosas y
endoteliales

Todas estas alteraciones y fenomenos que ocurren a nivel molecular tienen relacién
con la degeneracion gradual del tejido destruyendo el sustrato anatémico necesario para la
recuperacion neurologica (tkeda y Long 1990).

Por otra parie, se sabe que después de una LTME existen alteraciones
cardiovasculares, renales, respiratorias, hepaticas, etc. que provocan la muerte (Geisler y
cols. 1983). En un trabajo realizado por Dinmova-Apostolova y colaboradores (Dinmova-
Apostolova y cols. 1999), observaron que existe un incremento en la concentracién de

catecolaminas en higado de rata después de una lesion en la médula espinal,
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incrementandose, los niveles de norepinefrina, desde 1 a 24 h después de la lesidn, asi
mismo existe un incremento en las concentraciones de dopamina (7 veces) a partir de las 4
h después del procedimiento quirfirgico.

Finalmente, se ha observado que en pacientes con LTME existe un incremento del
13 al 17% en la transaminasa pirgvica glutdmica sérica y en la transaminasa oxalacética
glutamica sérica { 8 al 17%), ademas, en algunos pacientes se incrementa la concentracion
de fosfatasa alcalina y de bilirubina, se piensa que esta alteracion se debe a un daflo en el

higado como consecuencia de la lesidén sin embargo esto no esta del todo claro (Bloom y

Freed 1989).

NEUROPROTECCION EN LA MEDULA ESPINAL

Los trasplantes al SNC han demostrado tener un efecto neuroprotector después de
una LTME al disminuir el grado de destruccion de la zona lesionada y aumentar la
sobrevida de los animales (Guizar-Sahagin y cols. 1994).

Diferentes estudios han demostrado que la utilizacion de farmacos puede disminuir
el grado de lesién neural (proporcionando neuroproteccion) en el SNC. Se sabe por ejemplo
que la administracion de NG-nitro-L-arginina metilester (L-NAME}) que es un inhibidor de
la produccién del ON durante la fase aguda de la LTME, promueve una recuperacidn
clinica significativamente mayor en los animales que recibieron el tratamiento con respecto
a los que no (Hamada y cols. 1996a).

CLENBUTEROL. Revierte la atrofia muscular después de una LTME cuando se
administra a una concentraciéon de 10mg/kg por dia. El clembuterol es un agonista del

receptor P2 adrenérgico, que al ser estimulado promueve que se expresen diversos factores
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troficos, ademas se ha observado que por medio de este mecanismo se promueve
regeneracion, v newroproteccion. (Scott ¥ cols. 1999, Zeman y cols. 1999).

Por otra parte algunos antioxidantes pueden ayudar a disminuir el estrés oxidante
originado después de una lesién como son:

ACEITE DE OLIVA. El aceite de oliva es un antioxidante natural que tiene efecto
sobre el aumento de la actividad de diversas enzimas antioxidantes como la superdxido
dismutasa de manganeso {MnSOD} y la superéxido dismutasa cobre zinc (CuZnSOD)
(Pajovic y cols. 1997)

ESTEROIDE U-74006. El uso del esteroide U-74006 que es un potente antioxidante
inhibe la actividad fosfolipasa protegiendo a las membranas de la lipoperoxidacién y por lo
tanto inhibe [a liberacion del 4cido araguidénico (Braughler v Hall 1988). Ademas, se han
empleado farmacos moduladores del metabolismo del 4cido araquidénico como el
ibuprofeno que es un inhibidor de la ciclooxigenasa o el U63447A que inhibe la actividad
de la sintetasa de tromboxanos. El tratamiento con estos fdrmacos en modelos animales ha
demostrade limitar el desarrollo de la isquemia poslesion y la recuperacion neurologica
(Feden y Salzman 1992).

Se han utilizado la desferroxamina v la superdxido dismutasa v ambas han mostrado
ser buenas alternativas terapéuticas en modelos experimentales de lesidn del SNC (Feden y
Salzman 1992).

21-AMINOESTEROIDES El tratamiento con 21-aminoestercides, inhiben la LP va
que actiian como secuestradores de RL, especialmente del lipoperoxil e hidroxilo (Braighler
y cols. 1988), ademas funcionan como guelantes del hierro { Hall y cols. 1992, Coates y

cols. 1995). También mantienen, los niveles de vitamina E después de una lesidn al SNC,
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actuando sobre el nlcleo hidrofébico de las membranas celulares con un efecto
estabilizador sobre estas (Hall y cols. 1992), En modelos experimentales de lesion medular
se ha observado que promueven la recuperacidn clinica de los animales v previenen la
disminucién del flujo sanguineo (Coates y cols. 1995).

METILAMINOCROMANOS. Los metilaminocromanos son farmacos desarrollados
a partir de los lazaroides, a Jos que se reemplazé una parte de su estructura guimica por la
estructura ciclica antioxidante de la vitamina E (por ejemplo el cromanol). Tienen acciones
farmacolégicas similares a los lazaroides pero en mayor potencia (cinco veces
aproximadamente). Se ha demostrado un aumento en la recuperacidn neurolagica en
ratones con lesidn tratados con este farmaco (Hall y cols. 1992).

PIRRILOPIRIMIDINAS. Las pirrilopirimidinas son firmacos derivados de los
lazaroides que han demostrado (in vifro) tener una actividad 100 veces mayor como
inhibidores de la LP que sus antecesores. Actiian cediendo electrones a moléculas reactivas,
convirtiéndose en moléculas atrapadoras de RL ( Hall y cols. 1997).

METILPREDNISOLONA. La metilprednisolona (MP) es actualmente el farmaco
mas utilizado después de una LTME.

Generalidades sabre la Metilprednisolona

La MP es un corticosteroide, el cual ha sido ampliamente estudiado y los resultados
de la literatura indican su efecto benéfico en modelos experimentales con LTME ( Hall v
Braughler 1982, Young y Flamm 1988, Hall v cols. 1992).

El tratamiento con MP iniciado dentro de las primeras 8 h posteriores a una LTME vy

administrado a dosis altas durante 24 h, mejora la recuperacién motora de los pacientes

(Bracken y cols.1990).



Los glucocorticoides como la MP, son potentes agentes anti-inflamatorios. Las
investigaciones indican que los glucocorticoides suprimen la inflamacidn via la inhibicion
de la funcién de las células inflamatorias, incluyendo la quimiotaxis (Espersen y cols.
1989), la fagocitosis (Becker y Grasso 1985), 1a sintesis de mediadores inflamatorios y la
liberacidn de enzimas lisosomales (Schleimer y cols 1989, Bartholdi y Schwab 1995).

Ademas, la MP, tiene la capacidad de inhibir a la fosfolipasa A; (Hargreaves y
Costella 1990), que cataliza la liberacién del acido araquidénico de los fosfolipidos de la
membrana, para dar inicio a la formacién de eicosanoides sintetizados por activacion de la
ciclooxigenasa y la lipooxigenasa (Figura 9). La produccion de eicosanocides exacerba la
respuesta inflamatoria y por lo tanto la produccidn de RL (Williams v Higgs 1988, Flowers
1989).

Por otro lado el uso de la MP ha demostrado tener efectos negativos, ya que su
administracién en altas dosis produce sangrados intestinales (Levy y cols. 1996). También
puede exacerbar la necrosis neuronal postisquémica e inhibir el crecimiento axonal
(Bracken y Holford 1993). Asimisme se ha propuesto que la MP puede interferir con la
regeneracion neuronal (Bracken y cols. 1992).

Igualmente, se sabe que el uso de corticosteroides administrados en megadosis y de
forma continua provoca efectos tdxicos gue en potencia ponen en peligro la vida de los
pacientes (Goodman 1990). La complicacidn mdas grave en este caso es la insuficiencia
suprarrenal aguda ya que existe una supresion del eje hipotalamico-hipofisario-suprarrenal,
aunque existen otras como: anormalidades de liquidos y electrolitos, la hipertension, la
hiperglucemia, el incremento de la sensibilidad a infecciones, ia osteoporosis, la miopatia y

las alteraciones conductuales, entre otras. (Goodman 1990).



Otro farmaco que podria ser utilizado como tratamiento después de una LTME es la

ciclosporina-A (CsA) que es un fdrmaco inmunosupresor ampliamente estudiado (Kahan

1989},
Acido ﬂ - ” [! ﬁ
Aragridonico ;4 1) Membrana
4 Lipidica
*e e Metilprednisolona
Hidrolisis y liberacion
por activacion de la
fosfolipasa A2 (FA2)
Produc{:i on de Ciclooxigenasa
/ eicosanoides
Lipooxigenasa / \
Leucotrienos Prostaglandinas Tromboxanos
quimiotactico .
adherencia de neutrdfilos vasodilatador agregacion plaquetaria
vasoconstrictor

Figura 9 Mecanismo por el cual la metilprednisolona inhibe a la Fosfalipasa A2 (FAZ).
Por medio de este mecamsmo (metabolismo del dcido araguidonico) se sintetizan
eicosancides (leucotrienocs, prostaglandinas y tromboxanos) importantes en lao

exacerbacion de la respuesta inflamatoria, ya que aigunos de elfos son proinflamatorios.
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CICLOSPORINA-A

La CsA es un farmaco lipofilico, neutro y ciclico de 11 aminoacidos y con un peso
molecular de 1,202.6 Da, extraido del hongo Tolypoclodium inflatum Gams. Su sitio
inmunosupresor se localiza en los aminodcidos colocados en las posiciones 11, 1, 2y 3.
Metabolismo

La CsA a nivel hepédtico es convertida por isoenzimas de la superfamilia del
citocromo P-450 en metabolitos que retienen la estructura y que son de alta polaridad. La
coadministracion de drogas que interactian con el sistema de citocromo P-450 pueden
afectar el metabolismo de la CsA.
Absorcidn

La absorcién de todos los farmacos depende en gran parte de sus propiedades fisico-
quimicas y de la via de administracién. La absorcién de la CsA administrada por via
intravenosa es completa, mientras que la de la administrada por la via oral es muy variable.

La mayor parte de la CsA en la circulacion se asocia con las lipopreteinas de alta,
baja y muy baja densidad (Kahan 1989) y con los quilomicrones (Ryffel 1989).
Eliminacion

La CsA se elimina principalmente a través de la bilis y una pequefia porcidn se
elimina por la via renal.
Biodisponibilidad,

La biodisponibilidad de la CsA es muy variable, se encuentran diferencias inter-
especie e incluso entra-especie en condiciones fisiolbgicas y mas atin, en modelos
experimentales con LTME se han reportado alteraciones en la farmacocinética de la CsA

(Ibarra y cols. 1996). 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 administracién es por la via intraperitoneal. Durante la fase cromica, dichas

alteraciones parecen revertir y Ja biodisponibilidad se regulariza al administrarse el farmaco

por la via oral.

La CsA es un farmaco accesible, con un esquema de administracion ya establecido
para los modelos de LTME (Ibarra y cols. 1996). Actualmente la CsA ha dejado de estar en
fase experimental ya que una gran cantidad de estudios clinicos (Vries y cols. 1990,
Hodgkinson y cols. 1990} y experimentales (Nakayasu y cols, 1990 y Gree 1988) apoyan su
eficacia terapéutica.

Por ofra parte un estudio realizado en nuestro laboratorio (Ibarra y cols. 1995),
demostrd que las ratas con LTME severa tratadas con CsA presentaron una recuperacion
clinica significativamente mayor a la de ratas que no recibieron el tratamiento. La
recuperacion  observada probablemente se debid al efecto immunosupresor y
antiinflamatorio de la CsA. pero también pudo deberse 2 un efecto neuroprotector ya que al
inhibir a la calcineurina, la CsA inhibe la defosforilacion de la ONS vy con ello su actividad
y por consiguiente disminuye la sintesis de ON (figura 11). Ademads, por el efecto que la
CsA tiene al inhibir los factor nuclear NF-AT que dan inicio a la transcripeidn de la 1IL-2 y
del receptor para la IL-2 se inhibe la respuesta inflamatoria pues el linfocito T no se activa
(Ryffel 1989), y se dejan de producir gran parte de las citocinas proinflamatorias como IL-3
(promueve la proliferacion de los monocitos y los macrdfagos), IL-4 (activa a los linfocitos
B v a los macrdfagos), IL-5 (ejerce accidn sobre la proliferacion de los linfocitos B y activa
a los eosindfilos), INFy (principal activador de los macréfagos) y TNFa vy f§ (promueve ta

secrecion de PGE; y al activacién de los linfocitos B) (figura 10), de esta forma el CsA
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disminuye la llegada de células inflamatorias al sitio de esidn. Esto es importante porque
se sabe que estas células son productoras de grandes cantidades de RL. De esta manera, la
CsA estaria protegiendo al tejido del dafio oxidante originado por la presencia de las
diversas células inflamatorias en ¢l tejido lesionado. Finalmente también se ha propuesto
que la CsA al inhibir a la calcineurina podria promover la accion del GAP43 importante en

procesos de regeneracion axonal (Gold y cols. 1995) (figura 11).

Activacion

Wacrofagos

L Sintesis +
Activacidn

- jI

Promueve

Agtivacidn
_..___..’..

Figura 10 Ffecto anti-inflamatorio de la Ciclosporina-A. El fuctor de transcripcion NF-AT
(NF-AT), la interleucina (I1), el receptor de la interleucina (RIl), el factor de necrosis

tumoral (TNFay f), el interferon gama (INF yj, la prostaglandina E, (PGE )
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REGENERACION

INACHIVA ACTIVA v

INHIBICION DE LA REGENERACION. NEUROTOXICIDAD

Figura 11. Mecanismo de accion de la ciclosporina-A. CsA: la ciclosporina-A; ONS: Ia
sintasa del oxido nitrico; ON: el éxido nitrico; GAP-43: la proteina de crecimiento axonal;

P: el fosfore y CF: la ciclofilina. El organo de mayor depésito de la CsA es el higado.

En la linea de investigacion sobre la neuroproteccion después de una lesion en la
médula espinal se desea conocer el efecto de la CsA y compararlo con el de la MP después

de una LTME.
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JUSTIFICACION

La falta de recuperacidén funcional después de un dafic severo al SNC es un
problema que se conoce desde hace mucho tiempo. Se han utilizado muchos métodos
terapéuticos que han tratado de resolver este problema, sin que hasta el momento se tengan
resultados efectivos. El uso de farmacos neuroprotectores, ha proporcionado grandes
ventajas, sin embargo, su uso es aun insatisfactorio, Por ejemplo, en el caso de la MP, que
es el tmico farmaco neuroprtotector utilizado en la clinica, existe todavia duda sobre su
utilidad comparada con los efectos secundarios a su administracion ya que es administrada
a dosis muy altas (megadosis) mismas que predisponen al paciente a fuertes problemas
infecciosos. Por tal razén siguen realizadndose estudios con el objetivo de encontrar una
mejor opcidn para resolver este problema. La CsA podria funcionar como un farmaco
neuroprotector por su mecanismo de accidn, ya que al inhibir la respuesta inflamatoria y la
produccién del ON, podria disminuir el estrés oxidante y por tanto la LP. Ademas se trata
de un farmaco con un esquema de administracién racional y bien estandarizado en modelos
de LTME. Hasta el momento no se sabe si la CsA es capaz de disminuir o no la LP y si este
efecto es igual, menor o mayor al de la MP. Por todo esto, es importante evaluar la eficacia

de la CsA como agente neuroprotector, promotor de la recuperacién motora y de la

sobrevida en comparacion con los efectos de la MP.
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HIPOTESIS

1.- La CsA inhibiré la LP después de una LTME.

2.- Dicha inhibicion sera ignal o mayor que la originada por la MP

3.- La administracion conjunta de ambos farmacos originara una mayor inhibicion de la LP
4.- E] efecto neuroprotector de la CsA serd capaz de promover una mejor recuperacion
motora.

5. La CsA promovera una igual o mayor recuperacién motora en comparacion con la MP

6. La combinacion de ambos farmacos promoverd una mejor recuperacién motora que

cuando estos son administrados por separado.

7. El tratamiento con CsA promovera una mejor sobrevida en comparacion con la MP o la

combinacion de ambos farmacos.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la cilosporina-A como agente inhibidor de la lipoperoxidacién,
promotor de la recuperacion motora y de una mejor sobrevida en un modelo experimental

con lesidn trauméatica de la médula espinal y compararlo con el efecto producido por la

metilprednisolona.

Objetivos Particulares

1.- Evaluar la eficacia de la ciclosporina-A comparada con la de la metilprednisolona
administradas por separado o en combinacion sobre la inhibicion de la lipoperoxidacion en

el tejido lesionado de animales sometidos a una lesion traumatica de la médula espinal.

2.- Evaluar la eficacia de la ciclosporina-A comparada con la de la metilprednisolona
administradas por separado o en combinacidn sobre la recuperacion motora evaluada con la

¢scala de Tarlov y el plano inclinade en animales sometidos a una [esidn traumadtica de la

médula espinal.

3.- Evaluar la eficacia de la ciclosporina-A comparada con la de la metilprednisolona

administradas por separado o en combinacién en la sobrevida de los animales sometidos a

una lesidn traumatica de la médula espinal.
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MATERIALES Y METODOS
Para realizar los estudios de LP previamente se determind el tiempo de maxima LP

después de una LTME para realizar los estudios posteriores tomando como referencia este

tiempo.

DETERMINACION DE LA MAXIMA LIPOPEROXIDACION DESPUES DE UNA
LTME

Para estos experimentos se utilizaron 72 ratas de la cepa Wistar adultas hembras de

12 a 14 semanas de edad, entre 200 y 250g de peso de las cuales se distribuyeron como

sigue:

GRUPO I Ratas con LTME (N=24)

GRUPO II Ratas con laminectomia y tratadas con solucion salina (N=24)

GRUPO III Ratas con laminectomia y tratadas con Sulfato Ferroso (FeSO,) (N=24).

A los animales del grupo II se les administré 1pl de solucién salina directamente

sobre la médula espinal (testigo negativo)

A las ratas del grupo III se les administré 1ul de FeSO4 a una concentracion de

100umol/ul (se sabe que promueve LP (Triggs y Willmore 1984)) inyectada directamente

sobre la médula espinal (testigo positivo),

Seis ratas de cada grupo fueron sacrificadas a 2, 4, 8 y 24 h después del

procedimiento quirirgico.



EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LA CICLOSPORINA-A Y LA METILPREDNISOLONA SOBRE LA

LIPOPEROXIDACION, LA RECUPERACION MOTORA Y LA SOBREVIDA.

Se utilizaron un total de 166 ratas con las mismas caracteristicas antes mencionadas y se formaron 21 grupos (Tabla II).

Tabia I
Diseifio experimental®

Cuantificacion de lipoperoxidacion®

Evaluacion motora y sobrevida®

Grupo Procedimiento Inicio de CsA® Inicio de MP' N Grupe Procedimento Inicio de CsA  Iniciode MP N

H Sin procedimiento Qx No No 6 [ Lesion No No 13
H | Laminectomia No No 6 i Lesion +Vehiculo 48° No 8
i1l Laminectomia I No 6 {11 Lesion 1 No 8
v Lesion No No 6 v Lesién 2 No 8
Vi Lesién +Vehiculo 48° No 6 \Y Lesion 6 No 8
VII  Lesion I No 6 VI Lesijén 12 No 8
VH  Lesion 2 No 6 VII  Lesion 48° No 8
Vill  Lesién 6 No 6 VHI Lesion No 1 16
X Lesién i2 No 6 194 Lesion 1 1 i7
X Lesién 48° No 6

XI Lesién No 1 6

XiI  Lesion 1 1 6

? Los animales fueron distribuidos en doce grupos para cuantificar la lipoperoxidacion (LP) y en nueve grupos para la evaluacion motora (prueba de Tarlov) y

la sobrevida. * La prueba se realizd 24 horas después del procedimiento quirdrgico. © La evaluacion se realizé 5,10,1520,25, v 30 dias después del

procedimiento quirirgico, la sobrevida se analizé durante 30 dias. “Ciclosporina-A fue administrada ip a una dosis de 2.5 mg/kg cada 12 horas, iniciandola 1,

2, 6y 12 horas después de la lesion. En el caso de los animales estudiados para conocer la LP se administré por un periodo de 24h y en el caso de los animales

“ CsA administrada 48h antes de la lesion.. "Metilprednisolona

utilizados para evaluar la recuperacion motora y la sobrevida por un periodo de 72h

administrada ip a una dosis de 30 mg/kg cada 2 horas después de la lesion.
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ESQUEMA DE ADMINISTRACION
La CsA se administré cada 12 horas por la via oral (5 mg/kg) antes del

procedimiento quirirgico y después de la LTME por la via intraperitoneal (2.5ml/kg)

durante las primeras 72 h (Ibarra y cols. 1996)

La MP, se administrd cada 2 horas (con base en su vida media) (Sun y cols. 1999)
por via intraperitoneal (30mg/kg) 1 hora después de la lesion durante 24 horas
MODELO DE LESION

Antes de realizar la cirugia las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sddico
por la via i.p. (2.1 mg/100 g de peso). En condiciones de asepsia y antisepsia, se realizé la
laminectomia a nivel de la vertebra T9, exponiendo la médula espinal con la dura madre
integra. Se colocé al animal en un equipo estereotdxico y se dejo caer un peso de 15g de
una altura de 10 cm a través de un tubo gufa (método de Allen modificado para ratas)
(Allen 1911), se corrobord la presencia del hematoma en el area de impacto y finalmente se

suturaron (Figura 12).

TECNICA PARA CUANTIFICAR LOS PRODUCTOS FINALES DE LA
LIPOPEROXIDACION

La cuantificaciéon de la LP se realizé mediante la técnica descrita por Triggs y
Willmore para determinar los productos finales de la LP (Triggs y Willmore 1984). Las
ratas se sacrificaron y se obtuvo el segmento de tejido nervioso lesionado, posteriormente
se peso y se homogeneizd en 3 ml de solucion salina (0.9% NaCl), se tomd una alicuota de
| ml del homogenado y se le afladieron 4 ml de una mezcla cloroformo/metanol (2:1 v/iv),

posteriormente las muestras se dejaron reposar durante 30 minutos en hielo para permitir la

54



separacion de la fase cloroférmica y poder leerla en un espectrofotémetro de luminiscencia
Perkin-Elmer LS50B a 370 nm de excitacién y 430 nm de emision. La sensibilidad det
espectrofotometro fue ajustado a 330 unidades de fluorescencia con una solucidn estandar

de quinina (0.1 ug/ml), los resultados fueron expresados en unidades de fluorescencia por

gramo de tejido.

Figura 12 Técnica empleada para realizar una lesion por contusion empleando una

aparato estereoldxico para ratas.



PRUEBA CLINICA DE EVALUACION MOTORA

Prueba de deambulacion libre sobre el piso
Esta prueba permite determinar, de manera gruesa, las caracteristicas de la locomocion, y se

evalla mediante la escala de Tarlov modificada (Stokes y Reier 1992) que consiste de 6

grados, descritos a continuacion:

Grado 0 Parélisis flacida, no se observa ningin movimiento.

Grado 1 Movimientos inconstantes de la cadera o de la rodilla, no hay movimiento del

tobillo.

Grado 2 Movimiento incoordinado de las patas en tres articulaciones principales {cadera,

rodilla y tobillo); las patas no sostienen el peso del tren posterior.
Grado 3 Soporta el peso del tren posterior sobre las patas, pero la marcha es incoordinada.
Grado 4 Movimiento altemo coordinado entre patas anteriores y posteriores, pérdida del

control del tobillo o del pie y alteraciones en la base de soporte (pérdida del equilibrio en

las vueltas rapidas).

Grado 5 Marcha de aspecto normal, no se observa pérdida del equilibrio en las vueltas

rapidas y no arrastra los dedos (Figura 13).
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Figura 13 Pruebas de evaluacion clinica empleadas para determinar el grado de
recuperacion motora en ratas. A) Deambulacion libre sobre el piso (evaluada con la escala

de Tarlov).
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ESTADISTICA

Los valores obtenidos para determinar el tiempo en el que se produce la maxima
lipoperoxidacién fueron analizados con la prueba estadistica de covarianza tomando al
tiempo como covariable.

El analisis estadistico de los valores determinado por analisis de varianza (ANOVA)
seguida por la prueba de Tukey.

Los valores obtenidos en la evaluacion clinica se analizaron con la estadistica no
paramétrica mediante la prueba de ANOVA de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de
comparaciones multiples U de Mann-Whitney. Las diferencias entre los grupos fueron
consideradas significativas cuando el valor de la p fue <0.03,

El analisis estadistico para determinar los valores de probabilidad estimada de
sobrevida se realizé por medio de una curva de Kaplan-Meier y para determinar diferencias
estadisticas en la sobrevida se utilizé la prueba de Log-rank.

La estadistica se realizo utilizando el programa de computo SPSS.

CONSIDERACIONES ETICAS PARA EL USO DE ANIMALES EN LA
EXPERIMENTACION,

Para la realizacion de presente proyecto, se tomaron en cuenta los lineamientos
establecidos por el reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la

salud (Titulo séptimo: De la investigacidon que incluya la utilizacidn de animales de

experimentacion) (Ley general de salud 1990).
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RESULTADOS
DETERMINACION DEL TIEMPQ EN EL QUE SE PRODUCE LA MAXIMA
LIPOPEROXIDACION.
En la figura 14 se muestra la cinética de la LP en los 3 grupos evaluados a diferentes
tiempos (2, 4, 8 y 24 h después del procedimiento quirlirgico). En el grupo que dnicamente
fue tratado con solucidn salina (testigo negativo) los valores mostraron que existe una LP

basal constante, misma que fue siempre menor a la presentada por el grupos de ratas

lesionadas (p<0.05 analisis de covarianza).
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Figura 14 Determinacion de la cantidad mdxima de productos finales de la LP expresados
en unidades de fluorescencia/g de tejido, cuantificados a 2, 4, 8 y 24 h. Lesionada: lesién
por contusion severa, Sol Sal: solucion salina (testigo negativo); Fe: sulfato ferroso
(testigo positivo). Los resultados se expresan como la media de seis animales por tiempo y

por grupo. Andlisis estadistico de covarianza, tomando como covariable al tiempo
(p<0.05).
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LA CICLOSPORINA-A Y LA
METILPREDNISOLONA SOBRE LA LIPOPEROXIDACION.

En la figura 15 se muestran los valores de LP observados en los animales tratados
con CsA , vehiculo de la CsA (sol. salina o aceite de oliva), asi como en animales no
lesionados (con y sin procedimiento quirirgico). Como se puede observar, el tratamiento
con CsA iniciado 48h antes de la lesién y el vehiculo, fueron capaces de diminuir
significativamente (p< 0.05) ia LP, con respecto al grupo lesionado tratado con solucién
salina. Por otra parte, en el caso de las ratas laminectomizadas, se observé que existe una
LP muy semejante a la que se presentd en las ratas sin procedimiento quirurgico. Asi
mismo, como se¢ muestra en la figura 16; existe un incremento estadisticamente
significativo de la LP en el grupo lesionado que no recibié tratamiento con CsA, cuando
este fue comparado con el resto de los grupos. En contraste, los grupos lesionados y
tratados con CsA a diferentes tiempos presentaron una disminucién significativa de la LP
{p<0.05, ANOVA de una vias seguida de la prueba de Tukey) en comparacién con el grupo
lesionado no tratado. Cuando la CsA fue administrada durante las primeras 6 h los valores
de LP fueron muy similares ya que al compararse entre si no se observaron diferencias
significativas, sin embargo, la mayor diminucién fue observada cuando la CsA se
administrd 1 h después de la lesion, en este caso la LP fue incluso significativamente menor
(p<0.05), que la observada en los animales laminectomizados (sin lesion). Por otro lado,
cuando la CsA fue administrada 12 h después de la lesidn, se observd un incremento en la

LP que fue estadisticamente significativo (p<0.05), con respecto a los animales que

recibieron la CsA 1 h después de la lesion.
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Los valores de LP analizados en ratas lesionadas y tratadas con CsA, MP vy
CsA+MP se muestran en la figura 17. En este caso podemos observar que la LP fue
inhibida en forma similar (p<0.05) en todos los grupos tratados cuando son comparados con

el grupo de ratas lesionadas no tratadas.
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Figura 15. Productos finales de la LP expresados en unidades de fluorescencia/g de tefido
cuantificados 24 horas después del procedimiento quirurgico. CsA 48h: tratamiento con
ciclosporina-A 48 horas antes de la lesion; Aceite: aceite de oliva; SL: sin lesion; L: con
lesion; STx: sin tratamiento con CsA; CTx: tratamiento con CsA; SolSal: solucion salina.
Los resultados fueron expresados en medias + EE. *diferente de todos los demds grupos

(p<0.05), ANOVA seguida por la prueba de Tukey.
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Figura 16. Productos finales de la LP expresados en unidades de fluorescencia/g de tejido,
cuantificados 24 horas después del procedimiento quirurgico. CsA: tratamiento con
cclosporina-A; SL: sin lesion;, L: con lesion;, STx: sin tratamiento con CsA; CTx: con
tratamiento con CsA; SoiSal: solucion salina, CsA Th, CsA 2h, CsA 6h y Cs4 12k
administracion de Ciclosporina-A 1, 2, 6 y 12 horas después de la lesion. Los resultados
Jueron expresados en medias + EE. “diferente de todos los grupos (p<0.03), **diferente
del grupo con lesion y tratada con CsA 12 horas después y de los grupos con laminectomia

tratado o no con CsA, ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey.
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Figura 17. Productos finales de la LP expresados en unidades de fluorescencia/g de tejido
cuantificados 24 horas después del procedimiento quirurgico. CsA: tratamiento con
ciclosporina-4; MP: metilprednisolona; CsA+MP: ambos farmacos, SL: sin lesién; L: con
lesion; STx: sin tratamiento con CsA; CTx: tratamiento con CsA; SolSal: solucion salina.
Los resultados fueron expresados en medias * EE. *diferente de todos los grupos

(p<0.05), ANOVA seguida por prueba de Tukey.



PRUEBAS DE EVALUACION CLINICA

ESCALA DE TARLOV

En las figuras 18 y 19 se muestran los valores obtenidos en la escala de Tarlov, de
animales lesionados y tratados con vehiculo o con CsA administrada a diferentes tiempos
antes y después de la lesion. Desde los primeros dias del seguimiento los animales en los
que se inictd la CsA durante las primeras 6 h mostraron una mejor recuperacién motora en
comparacién con los animales no tratados, sin embargo, esta diferencia fue significativa
hasta el dia 30 después de la lesion v solo en los animales en los que recibieron el farmaco 6

h después de la lesion (p<0.05, ANOVA Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de

Mann-Whitney).

Con respecto a los animales lesionados y tratados con CsA o MP o MP+CsA (figura
20) podemos observar que existid una mejor recuperacion motora en el grupo tratado con
ambos farmacos (CsA+MP) desde el dia 25 (p<0.05, Kruskal-Wallis seguida por la prueba

de U de Mann-Whitney) cuando fue comparado con el grupo testigo (lesionado y sin

Tratamiento).
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Figura 18 Recuperacion motora evaluada mediante la escala de Tarlov a 5, 10, 15, 20, 25
y 30 dias después de la lesion. CsA48h: ratamiento con Ciclosporina-A 48 horas antes de
la lesion; aceite: aceite de oliva; L: lesion. Los resultados se expresaron como medianas =+

EE y fueron analizados estadisticamente por medio de una ANOVA Kruskal-Wallis seguida
por la prueba de U de Mann-Whitrey.
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Figura 19. Recuperacion motora evaluada mediante la escala de Tarlov, a 5,10, 15, 20, 25
y 30 dias después de la lesion. CsA 1h, CsA 2h, Cs4 6h y CsA 12h: tratamiento con
ciclosporina-A administrada a 1, 2, 6 y 12 horas después de la lesion; L: lesion. Los
resultados se expresaron como medianas * EE y fueron analizados estadisticamente por
medio de una ANOVA Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney, Los

valores se consideraron estadisticamente diferentes con una p<0.05. *diferente de el grupo

lesionado sin tratamiento.
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Figura 20. Recuperacion motora evaluada mediante la escala de Tarlov a 5, 10, 15, 20, 25
y 30 dias después de la lesion. (CsA: tratamiento con ciclosporina-A; MP:
metilprednisolona; CsA+MP: ambos fdarmacos; L. lesion. Los resultados se expresaron
como medianas = EE y fueron analizados estadisticamente por medio de una ANOVA
Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney, Los valores se consideraron

estadisticamente diferentes con una p<0.03, *diferente de los grupos lesionados y tratados
con Cs4, MP y CsA+MP.
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SOBREVIDA

En la figura 27 podemos observar la probabilidad estimada de sobrevida (PES)en los
animales sometidos a las diferentes condiciones experimentales en funcion de los diferentes
dias postlesién. Solo uno de los animales no tratados murid en la segunda semana después
de la lesion (PES = 0.92). Por otra parte, ninguno de los animales tratados con CsA muri6
durante el seguimiento (PES = 1.0), mientras que los animales tratados con MP o CsA+MP
presentaron una disminucion significativa (p<0.05, prueba de Log-rank.) en la sobrevida
durante la primer semana despu€s de la lesion, con respecto a los animales tratados solo con
CsA {p < 0.05). El 31% de los animales tratados con MP murieron durante los primeros 7
dias después de la lesion (PES = 0.66), mientras que el 47% de las ratas tratadas con

CsA+MP murieron durante los primeros 5 dias poslesion (PES 0.4).
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Figura 21 Probabilidad estimada de sobrevida (PES) de ratas con lesion traumatica de la
médula espinal, al inicio del tratamiento y hasta los 30 dias después de la lesién. Linea
continua: ratas tratadas con vehiculo; CsA, linea punteada: ciclosporina-A; MP, linea con
guiones: metilprednisolona; CsA+MP, linea con puntos y guiones: ambos farmacos. Los
resultados son expresados como PES de acuerdo con el método de Kaplan-Meier en el cual

las unidades representan el 100% de sobrevida.
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DISCUSION

En el presente trabajo se evalud y se compard la eficacia de la CsA y la MP sobre la
lipoperoxidacion y la recuperacion motora en las ratas con LTME. Los resultados
demuestran que la CsA fue capaz de disminuir la LP de una manera mas eficaz cuando se
administra dentro de las primeras 6 horas después de la lesion. Estos se debe,
probablemente, a la participacion que pudiera tener este fAirmaco como modulador en el
fendmeno de excitotoxicidad al inhibir a diferentes enzimas que participan de manera
importante en este fendmeno. La excitotoxicidad es originada por la elevada concentracién
de glutamato en el espacio extracelular y el subsecuente incremento en la concentracién de
Ca®* y Na' en el interior de Ja célula. El Ca®" activa a diversas enzimas entre las que
podemos mencionar a la fosfolipasa A2 que libera acido araquidénico de la membrana, el
cual es importante para la sintesis de eicosanoides. Se ha sugerido que la CsA es capaz de
inhibir a la Fospolipasa A2 (Fan y Lewis 1984) y por lo tanto disminuir la respuesta
inflamatoria disminuyendo con ello la produccién de radicales libres. Por otra parte también
se ha sugerido que la CsA tiene la capacidad de inhibir a la calmodulina (Colombani y cols.
1985) dando como resultado la probable inhibicidén de la fosfodiesterasa (hidroliza el
GMPc) y con ello favorecer el incremento en la concentracion de GMPe y por lo tanto una
mayor vasodilatacién misma que se traduciria en una mejor oxigenacion tisular. Por otra
parte, la CsA tiene también la capacidad de inhibir a la calcineurina enzima con actividad
fosfatasa serina/treonina dependiente de calcio/calmodulina que aumenta la expresion de
los receptores IP; localizados en el reticulo endopldsmico, a través de los cuales se libera
Ca®". La inhibicién de la expresion de estos receptores, disminuiria las concentraciones del

Ca® citoplasmico, disminuyendo el dafio causado por la accién de este ion, (Ganazzani y
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cols. 1999). La ONS es otro de los substratos de la calcineurina; este mecanismo también
resulta ser importante pues se ha demostrado que el ON en altas concentraciones es una
molécula citotoxica, capaz de desacoplar la cadena transportadora de electrones en la
mitocondria, llevando a la produccidn de radicales libres. EL ON reacciona con grupos
hierro/azufre que forman parte de enzimas importantes en el ciclo de Krebs, disminuyendo
con ¢llo el aporte energético, estimula a la ciclooxigenasa promoviendo la sintesis de
prostaglandinas (Moilanen y Vapaatalo, 1995), este mecanismo de accién modula la
citotoxicidad originada por ON asi como por diversas especies reactivas de oxigeno
combinadas con ON como {0 es el peroxinitrite (ON + O, 7 ) molécula altamente reactiva
que promueve la apertura de poros en la membrana interna mitocondrial, 2 través de los
cuales se libera el Ca®* (Packer y Murphy 1994), este proceso origina la interrupcién de la
funcién mitocondrial que contribuye a la muerte celular. En lo referente a esto, la CsA
tambien es capaz de inhibir la apertura de estos poros confiriendo con ello proteccién a las
mitocondrias, durante el estrés oxidativo. Las proteinas motoras del citoesqueleto son otro
substrato de la calcineurina. Después de una lesién, los neutréfilos llegan al sitio de
inflamacién por gradientes quimiotacticos. Los quimioatrayentes modifican las
concentraciones de Ca’" intracelular, que son importantes para la extension de seuddpodos
y para que se inicie la motilidad. Hendey y Maxfiel, (1993) observaron que el incremento
de Ca’" intracelular activa a la calcineurina, que actia sobre proteinas motoras del
citoesqueleto, aumentando Ia motilidad de los neutréfilos, por lo que la CsA disminuye la
cantidad de neutrdfilos que llegan al sitio de lesion por inhibicién de la motilidad, mediada
a su vez por la inhibicion de la calcineurina, este efecto trae como consecuencia una

disminucién en la produccién de radicales libre (RL) (O, H20,, OH', OCI) en el sitio de



lesién y en consecuencia un menor dafio. La calcineurina del mismo modo es importante
para la liberacién de neurotransmisores (Siegel y cols. 1998). Los neurotransmisores son
empaquetados en vesiculas, las cuales estan rodeadas por proteinas llamadas sinapsinas que
se unen a las fibras del citoesqueleto y puedan ser dirigidas a la membrana axonal, para que
estas vesiculas se fusionen con la membrana. Las sinapsinas deben liberarse de la vesicula
por medio de una defosforilacion que realiza la calcineurina. Asi pues la CsA podria inhibir
la liberacién de neurotransmisores excitatorios y a través de este proceso, reducir la
excitotoxicidad. Finalmente, Shibasaki y McKeon (Shibasaki y MacKeon, 1995)
demostraron que la activacion de la calcineurina inicia la cascada de acontecimientos
apoptéticos. Todo lo anterior demuestra que la calcineurina juega un papel muy importante
en la modulacién de la muerte celular y que su inhibicién por efecto de la CsA puede
proteger el tejido nervioso después de una LTME.

El factor de transcripcion nuclear NFkB es otra molécula sobre la cual la CsA
también podria tener indirectamente un efecto inhibitorio. Como ya se menciond
anteriormente, la CsA inhibe la funcién de la calmodulina (Colombani y cols. 1985),
enzima importante para la activacién de la proteina cinasa C (PKC), encargada de fosforilar
y con ello activar a IkB, que es una proteina que fosforilada, promueve la activacién de
NFxB. Al inhibir la funcién de este factor, podria modularse la expresion de diversos
genes. NFxB se encuentra asociado a genes que codifican para diversas citocinas como la
interleucina-1,2 y 6 y el factor de necrosis tumoral o (TNFa. ). La interleucina-1 promueve
la expresion de la ON sintasa inducible (ONSi) (Pfeilschifter v cols. 1996) y tiene un efecto
proinflamatorio, la interleucina-2 es importante en la activacién del linfocito T,

interleucina-6 tiene un efecto proinflamatorio y el TNFo estd asociado muerte celular,



ademds de que activa el gen de la prostaglandina sintasa 2, promueve la expresion de
moléculas de adhesién (CAM) y finalmente este factor también se encuentra asociado al
gen que codifica para la ONSi (Bethea y cols. 1998). El efecto de la CsA bloqueando a
NFxB a través de la calmodulina promoveria neuroproteccion después de una LTME.

Finalmente Sherry y col, (Sherry y cols. 1992), demostraron que la ciclofilina es una
proteina con efectos proinflamatorios, cuando la CsA ingresa al citoplasma y se une a la
ciclofilina este efecto proinflamatorio es inhibido.

Uno de los hallazgos interesantes que pudimos observar en este trabajo, fue que la
mayor disminucién de la LP se da en el grupo de ratas que recibieron tratamiento con CsA
1 h despugs de la lesion, lo que hace pensar que la mejor eficacia del farmaco es cuando se
administra a este tiempo, pero al correlacionar estos resuitados con los de recuperacion
motora, encontramos que en el grupo de ratas que recibié el tratamiento con CsA 6 h
después de la lesion se presenta una mejor recuperacion clinica, en comparacion con la
observada en los animales tratados 1, 2 y 12h después de la lesién, esto es importante ya
que st la CsA es utilizada con fines clinicos, existe la posibilidad de que funcione de
manera dptima aun cuando se administre 6 h después de la lesion, probablemente esta sea la
ventana terapéutica que nos indique que los posible dafios infringidos al tejido nervioso se
pueden disminuir cuando la CsA se administra durante las primeras 6 h después de la
lesion.

Como se menciond anteriormente, la mejor recuperacién motora se observé cuando
la CsA se administrd 6 h después de la lesion, lo que podria sugerir que el tratamiento con
CsA no debe iniciarse muy tempranamente, ya que podrian bloquearse algunos mecanismos

que favorezcan la recuperacién funcional, como por ejemplo la actividad de la ONS



constitutiva, una enzima dependiente de calcio que sintetiza ON necesario para realizar
algunas funciones fisioldgicas importantes como son: La relajacion del endotelio vascular,
como resultado de del aumento de guanosin monofosfato ciclico (¢GMP) en el musculo liso
vascular, via la liberacidn de ON promoviendo la oxigenacién del tejido lesionado
{Bruhwyler y cols. 1993), la inhibicidon de la agregacién plaquetaria por un mecanismo
dependiente de GMP ciclico, la inhibicion de la proliferacion de linfocitos, la inhibicidn la
sintesis de citocinas como interleucina-1 e interferén gama, entre otras funciones (Moilanen
y Vapaatalo 1995, Viadutiu 1995).

Por otro lado, el factor de transcripcion NF«kB, se encuentra asociado al gen de la
enzima superoxido dismutasa de manganeso (MnSOD) enzima antioxidante importante en
la transformacién del anién superdxido a perdxido de hidrégeno (Botello v Bruce 1997),
que se encuentra en la matriz mitocondrial. Todas estas evidencias sugieren que la
administracion de la CsA no debe ser de forma inmediata, para no poner en riesgo los
mecanismos neuroprotectores y antioxidantes de la respuesta fisiologica a la lesion.

Otro dato interesante fue el de la LP basal, que muestra valores que pudieran ser
considerados como elevados, sin embargo se sabe que en condiciones normales. existen
procesos metabodlicos que llevan a la produccidn de gran cantidad de especies reactivas de
oxigeno, por ejemplo se calcula que del oxigeno respirado del 1 al 3% es usado para formar
radical superdxido (O;7), tanto en la cadena de transporte de electrones dentro de la
mitocondria como en el reticulo endoplasmico, ademas parte de los radicales Oy se
producen durante las reacciones de varias moléculas directamente con el oxigeno como la
adrenalina, la dopamina, los citocromos, etc. Estas reacciones son inevitables en un

organismo dependiente de oxigeno (Zwart y cols. 1998), ademas probablemente las
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defensas antioxidantes (SOD, Catalasa y Glutation peroxidasa) no son suficientes para

contrarrestar la produccién de ERO y esta LP basal que se observa es parte del

envejecimiento normal de la médula espinal.

La resultados de este trabajo demostraron que la CsA disminuye [a LP y que ademds
promueve la recuperacion clinica, por lo que resultd interesante compararlo con la MP ya
que hoy en dia es el farmaco considerado como “estandar de oro”, empleado en la clinica
por su efecto neuroprotector.

Existen evidencias de que la MP disminuye la LP (Braughler y Hall 1982), reduce la
permeabilidad vascular y la formacién de edema después de una LTME (Xu y cols. 1992),
ademéas Hall sugiri6 con una sola dosis de 30mgkg de MP puede reducir la
lipoperoxidacion y mejorar la actividad de la de Na+K+- ATPasa teniendo efectos
benéficos, en la etapa temprana de la lesion (Hall v Braughler 1982). Pero contrario a sus
efectos benéficos, se ha reportado que el tratamiento con MP lleva a un incremento de 2.6
veces en la incidencia de neumonia, (Gerndt y cols. 1997) y a la inhibicién de la
regeneracion neural cuando es administrada como tratamiento unico (Bracken v cols.,
1992). Mas aun, su efecto benéfico sobre la recuperacion neuroldgica no ha sido probado
(Vandertop y cols. 1998). Esto pudiera deberse a que {a administracion de dicho farmaco se
basa en esquemas de administracion con megadosis (Hall y cols. 1992), que pueden tener
un fuerte efecto sobre el sistema inmune causando una importante susceptibilidad a
enfermedades infecciosas y secundariamente esto llevar a la muerte (Goodman 1996). Ha
stdo considerado que los efectos clinicos benéficos que brinda la MP en pacientes con
LTME no pueden garantizar el posible riesgo que tiene su uso (Nesathurai 1998). En

contraste con lo que ocurre con la MP, el tratamiento con CsA es menos agresivo, esto



probablemente por que el esquema de administracién de la CsA estd bien estandarizado
(Ibarra y cols. 1996), y el farmaco se administra en concentraciones que estan dentro de la
ventana terapéutica. Esto fue constatado en este estudio ya que ninguno de los animales que
recibieron solo CsA como tratamiento murié. En cambio los animales que recibieron MP o
MP+CsA presentaron una gran disminucion en la sobrevida, Aunque debemos comentar
que al realizar la evaluacién clinica los animales que recibieron MP+CsA presentaron la
mejor recuperacién clinica esto pudo deberse a que de este grupo de animales fue del que
menos ratas sobrevivieron y muy seguramente las que sobrevivieron son las que mejor se
recuperaron, originando con esto que la evaluacion fuera realizada en pocos animales y
ademas, animales con buena recuperacion. Esto no sucedié en el caso de la CsA donde la
recuperacion global fue obtenida de promediar todos los animales estudiados. En el caso de
la MP, aunque hubo también una baja sobrevida fueron mas los animales que se evaluaron
para conocer la recuperacion clinica en forma global. Asi pues antes de considerar que la
combinacién de ambos farmacos es capaz de originar una mejor recuperacién clinica seria
importante tomar en consideracion esta observacion.

Estos resultados demuestran que la CsA tiene un efecto similar a de la MP sobre la
LP pero sin el efecto letal de la tltima. Ademas que la CsA puede ser capaz de promover
una mejor recuperacién motora en comparaciéon con los animales no tratados.

Otra ventaja que la CsA tiene sobre la MP es su amplia ventana terapéutica (6 h
después de la lesidn), pues en un trabajo realizado por Yoon y colaboradores (Yoon y cols.
1999) sugieren que el tratamiento con MP debe iniciarse 10 min después de la lesién para

obtener los mejores beneficios neuroprotectores de éste farmaco.
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También la CsA por si sola y con base en su mecanismo de accion, es probable que
promueva la regeneracion axonal, pues se ha propuesto que al inhibir a la calcineurina, se
promueve la accion del GAP 43 (siglas en ingles proteina asociada al crecimiento 43),
proteina involucrada en la regeneracion (Gold y cols. 1995), por lo tanto, el tratamiento con
CsA ofrece dos ventajas: a) neuroproteccion y b) probablemente, regeneracion axonal.

Por otro lado, pudimos observar que el grupo de ratas al que solamente se les
administro el vehiculo por la via oral (aceite de oliva) 48 horas antes de la lesion, mostraba
una disminucion de la LP semejante a la observada en las ratas que recibieron tratamiento
con CsA, esto probablemente se deba a que el aceite de oliva se ha considerado como un
antioxidante natural (Pajovic y cols. 1997) gue funciona como un posible modulador de la
actividad de la superdéxido dismutasa de manganeso (MaSOD) y de Ia enzima superdxido
dismutasa de cobre zinc (CuZnSOD), que se encuentran en cerebro, timo e higado de ratas.
Sin embargo la inhibicién de la LP por el aceite de oliva no es suficiente para inducir una
recuperacion funcional.

Finalmente en este trabajo demostramos que la CsA es un farmaco con gran
potencial para poder ser aplicado en pacientes con lesidén de medula espinal. Los beneficios

que ofrece en comparacion con la MP pueden apoyar evidentemente su utilizacién a nivel

clinica.
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CONCLUSIONES
Con los resultados obtenidos de las ratas sometidas a una lesién por contusion de la
médula espinal a nivel tordcico bajo de intensidad severa y sometidas a un tratamiento con

CsA a diferentes tiempos y en otros casos sometidas a tratamiento con MP o ambos

podemos concluir que:

a) La CsA inhibe la LP con la misma eficacia e intensidad cuando es administrada durante
las primeras 6 horas después de la lesion.

b) La inhibicién de la LP es poco eficiente cuando la CsA es administrada 12 horas después
de la lesion

¢) La CsA vy la MP inhiben la LP con la misma eficacia cuando son administradas por
separado o de manera conjunta.

d) La administracion de antioxidantes como el aceite de oliva disminuye la LP.

e) La CsA promueve una mejor recuperacion motora cuando esta es administrada 6 horas

después de la lesion.
f) La MP no promueve recuperacion motora
g) La administracién conjunta de CsA y MP promueve una mejor recuperacion motora.
h) El aceite de oliva no promueven recuperacion motora.
1) La CsA es un farmaco que no tiene efectos adversos en la sobrevida de los animales.
}) La MP es un farmaco que si tiene efectos adversos en la sobrevida de los animales.

k) La administracion conjunta de CsA y MP tiene efectos adversos en al sobrevida de los

animales.
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PERSPECTIVAS

a) Comprobar el efecto que tiene la CsA sobre la actividad del GAP-43 para demostrar si

esta involucrado en procesos de regeneracién.
b) Demostrar que la CsA inhibe la actividad de la ONS.
¢) Cuantificar histolégicamente el efecto neuroprotector de la CsA

d) Determinar el efecto neuroprotector de la CsA con base en la cantidad de mielina

preservada después de una LTME
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Abstract

Basides its immunosuppresive/anti-inflammatory activity, cyclosporin-A [CsA) may protect damaged tissues from
lipid peroxidation (LP) by free radicals. To determine the effect of CsA on LP spinal cord (SC) injury, Wistar rats were
treated with either vehicle or CsA (2.5 mg/ka per 12 hi.p.} 1, 2, 6 or 12 h after SC trauma by T8-T9 spinal cord contusion,
analyzing LP 24 h after injury at the lesion site by the lipid fluorescent products formation method. CsA significantly
diminished LP to levels below control values after contusion {P < 0.05). The greater inhibition was observed when CsA
was given during the first 6 h after injury, furthermore, animals showed a significant clinical improvement, Results show
that CsA may be beneficial to injured tissue by inhibiting the levels of LP. © 1999 Elsevier Science Ireland Ltd. Al rights

raserved.

Keywords: Cyclosporin-A; Free-radicals; Inflammatory response; Lipid peroxidation; Neuroprotection; Spinal cord injury

After mechanical injury to the spinal cord (SC), the
primary lesion is extended as a result of a series of auto-
destructive mechanisms, which conform the secondary
lestom. The latter originate a gradual degeneration of SC
parenchyma leading to chronic neurodegeneration [2].
One of the major secondary mechanisms after traumatic
injury. is the free radicals’ attack to the cellular membrane
{91, & damaging mechanism altering all the cellular compo-
nents including unsaturated fatty acids by the process of
lipid peroxidation (LP) [19]. To prevent this deleterious
process, cells are endowed with defense systerns including
some specific enzymes such as superoxide dismutase
(SODY, glutathione peroxidase {(GSHPx) and catalase, The
central nervous system (CNS) is especially sensitive to free
radicals damage due to its hugh metabolic rate, high levels of
polyunsaturated lipids and its relatively low level of protec-
tive systems [11]. Furthermore, the activity of antioxidant
enzymes in the CNS is low as compared with other tissues
[1]. Thus. the reactive oxygen species penerated after CNS
injury, may extensively damage this tissue.

* Corresponding author. Fax: +52-5-573-5545.
E-mail address: 1antoniog8@yahoo.com (A, lbarra)

After SC lesion, free radicals are partially generated by
the pronounced cellular inflammatory reaction observed in
the injured area after trauma [9]. These inflammatory cells
release, among other substances, reactive nitrogen ang
oxygen intermediates [15].

However, cyclosporin-A (CsA) s a cyclic undecapeptide
immunosuppressant agent that inhibits T helper lymphocyte
proliferation and, hence, depresses the cellular and humoral
immune responses [4]. It may be used to inhibit the inflam-
matory reaction and thus to diminish the free radicals’ over-
production and secondarily the LP. Therefore, in this work
we evaluated the effect of CsA on both LP and clinical
improvement of animals after $C trauma in rats.

Antmals were manipulated according to the ethical prin-
ciples of our Institution and NIH standards.

For LP studies, 48 adult female Wistar rats weighing
220-250 2 were allocated in eight groups of six animals
cach. After pentobarbital anesthesia (30 mg/kg 1.p.). five
groups were submitted to u severe SC contusion according
with the weight drop method described by Allen and modi-
fied for rats, as follows: each animal was submitted to a voe-
level laminectomy (T9), exposing the dorsal aspect of the
SC. Under stereotakic control, o 15 g stainless-steel oylinder

0304-3940/99/$ - sce front matter © 13999 Elsevier Science Ireland Ltd. All nghts reserved
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Table 1
Summary of experimental design®

Diaz-Ruiz et al. / Neuroscience Letters 266 (1999) 61-64

Lipid peroxidation assay®

Group Procedure

Clinical evaluation®

Start of CsA® Group Procedure Start of CsA?
| Sham-lesion No | SC injury Na
K Sham-lesion 1 I SCinjury 1
i Sham-lesion + 8 No )| SCinjury 2
v SC injury No Y SCinjury 6
\ SCinjury 1 W SC injury 12
Wi SCinjury 2
Vil SC injury 6
vill SC injury 12

® Animals were allocated into eight groups of six rats each for lipid peroxidation (LP} analysis and into five groups of eight rats each for
clinical recovery evaluation. CsA was given Lp. as a dose of 2.5 mg/kg per 12 h, 1 day only for LP analysis and 3 days for clinical
evaluation. PAssessed 24 h after procedure, “evaluated at 1, 5, 10, 20 and 30 days after injury, ®hours after procedure. CsA, Cyclosporin-

A; FS Iran (1) sulfate (100 pmol/pl); SC, spinal cord.

with a flat tip of 2 mm diameter was dropped from a height
of 10 cm, through a guide tube onto the exposed dura mater
£17]. This method has been reported to produce a controlled
lesion in several reports [6—~8}. The remaining three groups
were submitted to laminectomy only (sham-lesioned
groups). Four SC injured groups and one sham-lesioned
group received 1.p. injections of 2.5 mg/kg per 12 h CsA
(Sandimmune™, Sandoz, Basel, Switzerland) at different
times after injury [12]. One SC injured and one sham-
lesioned group received only the CsA vehicle (isotonic

250
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Fig. 1. Lipid peroxidation in rat spinal cord (SC) 24 h after lami-
nectemy (sham), laminectomy plus Ferrous sulfate injection
(100 nmol/pl) (FS) (sham/FS), laminectomy plus Cyclosporin-A
(2.5 mgfkg per 12 h) (CsA) treated 1 h after laminectorny {sham/
CsA 1 h} or SC injury {injury). The results are expressed as
means * SE of six animals per group *P-20.05 ANOVA
faliowed by Tukey's test, as compared wath sham group.

phosphate buffer, pH 7.4). Finally, in order to assess the
quality of the results of LP, the remaining sham-injury
group was injected with Iron (II) sulfate solution, a well-
known lipid peroxidant [16]. In this case, the injection was
performed by means of a microsyringe under stereotaxic
control at the T9 level of the SC. The experimental design
is summarized ir Table 1.

In order to evaluate LP, animals from all groups were
killed by decapitation 24 h after SC lesion. One centimeter
of SC from the site of the lesion or laminectomy was
dissected from every rat to measure lipid-soluble fluorescent
products (LFP), an index of LP, according to the technique
described by Triggs and Willmore, 1984, as modified by
Santamaria [16] in each SC fragment. Briefly, the SC frag-
ments were homogenized in 3 mi of saline solution (0.9%
NaCl). One milliliter aliquots of the homogenate were
added to 4 ml of a chloroform-methanol mixture (2.1, v/
v). After stirring, the mixture was ice-cool for 30 min to
allow phase separation and the fluorescence of the chloro-
form layer was measured in a Perkin-Elmer LS50B Lumi-
niscence spectrophotometer at 370 nm of excitation and 430
nm of emission wavelengths. The sensitivity of the spectro-
photometer was adjusted to 150 Auorescence units with a
quinine standard solution (0.} pg/mb). Results were
expressed as fluorescence units per gram of tissue. Statisti-
cal significance of the differences in LP among treatment
groups was determined by analysis of variance followed by
the Tukey's test for multiple comparisons, using the SPSS
software.

To assess the motor function of rats after trauma, 40 SC
injured rats from the treatment groups already described
(Table 1) were scored 1, 5. 10, 20 and 30 days after injury
by a modified Tarlov’s scale [18] as follows: 0, no move-
ments in hindlimbs; |, perceptible movements of joints; 2,
g200d movement of joints but inability to stand: 3, active
support with uncoordinated gait; 4, coordination of the
fore- and hindlimbs during gait with lack of controf of the
ankie or fool and alterations in the base of support: 3.
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Fig. 2. Lipid peroxidation in rat spinal cord {SC) 24 h after tami-
nectomy {sham), SC injury untreated (injury) or treated with
Cyclosporin-A (injury/CsA} 1, 2, 6 or 12 h after lesion. The results
are expressed as means * SE of six animals per group, *different
from all other groups (P < 0.05), **different from sham and

injury plus Cyclosporin-A 12 h {P < 0.05), ANOVA followed by
Tukey's test.

complete recovery. In this case, CsA treatment was admi-
nistered only for the first 3 days after injury (every 12 h),

*
3.

Tarlov's motor score
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Fig. 3. Tarlov's scale score of spinal cord injured rats non-treated
{ryuny) or treated with cyclosporin-A (injury/CsA) administered
at 1, 2, 6 or 12 h after injury. The results are expressed as
means = SE of eight animals per group. Data were analyzed by
the Kruskal-Wallis ANOVA followed by the Mann-Whitney U
test and considered significant when P < 0.05, *Different from
injury without treatment.

because we evaluated the effect of CsA on the acute phase of
the lesion. The data were statistically analyzed by the Krus-
kal-Wallis ANOVA followed by the Mann—Whitney [/ test
and the difference was considered significant when
P < 0.05.

Lipid peroxidation was first assessed in the sham-lesioned
rats injected with FS. In this case, I sulphate increased LP
by 43% (P < 0.05), as compared with control values (sham-
lesion group) (Fig. 1). However, SC injury produced a
statistically non-significant difference on LP as compared
with FS (P = 0.2) (Fig. 1), but a significant increase of 33%
(P < (.03) in relation to sham-lesioned animals. The value
of LP was not modified in the sham lesion group when
animals were treated with CsA (Fig. 1). Fig. 2 shows that
animals treated with CsA presented a significant decrease of
60% in LP as compared with the one observed in non-trea-
ted SC injured animals (P < 0.05). Results showed that the
greatest inhibition occurred when the drug was given 1 h
after injury. In this case, I.P was 49% lower than the values
observed in control groups (sham-lesioned animals)
(P < 0.05), although it was not different from the 2 and 6
h groups. When CsA was given 12 h after injury, LP values
showed a significant increase of 48% as compared with the
group receiving CsA 1 h after lesion (P << 0.05), and the
values were similar to those observed in sham-lesioned
animals.

The motor function scale was the same for all groups at
day 1 after injury (Tarlov’s scale, 0), indicating the same
degree of lesion after trauma among the treatment. Fig. 3
shows the effect of CsA on the recovery of motor function of
animals after lesion. All CsA-treated groups, showed a
better clinical improvement when compared with non-trea-
ted animals as early as 5 days after lesion, although the
significant difference was cobserved only when CsA was
started 6 h after injury (P = 0.02, Mann—-Whitney U test)
and the motor function evaluated after 30 days of recovery
(Fig. 3).

The inhibition of SC injury-induced LP seems to be
important t© diminish neural tissue damage as free radicals
overproduction and consequent lipid peroxidation is retated
to neural death. This is supported by the beneficial effects
produced by antioxidant treatment after neural lesion [9). To
this regard, the present work provides evidence on the inhi-
bitory effect of CsA upon LP, in spite of the drug being
given 12 h after SC injury. Although at this time LP was
not inhibited to the same extent as when the drug was admi-
nistered during the first 6 h after lesion, it allowed to reach
LP levels similar to those of the non-damaged tissue.

LP is recognized as one of the main pathophysiological
mechanism involved in secondary damage after a SC injury.
In fact, most treatment approaches of nevroprotection after
SC injury are intended to counteract early LP, which can
result in functional improvement [10]. Our results show for
first time that carly admimstration of CsA is not only able of
diminish significantly the production of LP in imured SC,
but also to improve functional outcome.
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Interestingly, previous works have described that the
chronic administration of CsA to avoid rejection of kidney
and liver transplantation, can induce increased LP damage
to several structures, including kidney [31. In contrast, acute
administration of CsA is able of diminish ischemia-reperfu-
sion injury of liver, probably as a result of CsA inhibition of
neutrophils infiltration into tissue, which results in a signif-
icantly diminished LP [20]. Based on this previous findings,
the inhibition of LP after SC injury observed in the present
study, could be attributed to a decline of inflammatory cells
into the lesioned area, particularly to neutrophils which
usually reach the injury area very early, about 1 h after
lesion [15]. CsA could also reduce LP by directly inhibiting
the production of nitric oxide (NO), precursor of peroxyni-
trite [13] a highly reactive oxygen species, which has been
involved in secondary damage after SC injury [8]. In fact,
CsA cooperates to inhibit calcineurin, a calcium-dependent
phosphoserine/phosphothreonine  protein  phosphatase
which in turn activates NO synthase activity for NO produc-
tion [5].

The improved motor function observed after administra-
tion of CsA, could be the result of a better SC tissue preser-
vation as a result of the LP inhibition. Even thought the
significant recovery of animals was observed only when
CsA was started 6 h after injury, it is noteworthy that ail
groups treated with CsA showed a better performance along
the days of evaluation, related to the effect of the drug on
LP, shortly after lesion. Alternatively, the better functional
outcome in CsA- treated rats, could come from an enhanced
axonal regeneration, which has been previously suggested
for the drug {14]. The main conclusion of the present work is
that CsA could act as a neuroprotector after SC injury by
inhibiting LP, and improving motor outcome.
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