
  

coe ie COI 

5 Mi 
~. 

    

  

S
p
r
y
 

  

    
UNAM 
FES 

SERAGOZA 

LO ROMANO EJS 
DE WORSTRA REFLEXIOM 

a
o
e
 2. 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 

DE MEXICO 

  

  

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

ZARAGOZA 

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE EVOLUCION, 

LA LOCALIZACION E INTENSIDAD DE LA LESION 

TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL SOBRE LA 

FUNCION LINFOCITARIA EN RATAS ADULTAS 

T E s.!1 Ss 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

GUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

P R E Ss E N T A 

ALMA DELIA JIMENEZ GONZALEZ 

DIRECTOR DE TESIS: DR. JUAN ANTONIO IBARRA ARIAS 

ASESOR DE TESIS: DR. RUBEN MARROQUIN SEGURA 

MEXICO, D. F. 2000



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

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

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



  

El presente trabajo se realizo en: 

Laboratorio de Neuroinmunologia de la Unidad de investigacién Médica en Enfermedades 
Neurolégicas, Centro Médico Nacional Siglo XX!, IMSS. 

Laboratorio de Neuroinmunologia de! Centro de Investigacion del Proyecto CAMINA A.C. 

Laboratorio de cultivo celular, Depto. de Biotecnologia del Instituto Nacional de 
Diagndstico y Referencias Epidemioldgicas. 

Laboratorio de Inmunologia 1-313 de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, 
Campus Il.



  

JURADO: 

DR. RUBEN MARROQUIN SEGURA 

Q.F.B. MA. DE LAS MERCEDES ZAMUDIO DURAN 

M.C. MAURILIO FLORES PIMENTEL 

Q.F.B. FRANCISCO JAVIER PARADA GARCIA 

DR. JUAN ANTONIO IBARRA ARIAS



  

AGRADECIMIENTOS 

Al ser mas grande y bondadoso que existe ....... DIOS, porque me ha dado la fuerza y 
perseverancia para lograr este pequefio éxito. 

Al Dr. Juan Antonio {barra por haberme dado la oportunidad de formar parte de su 
grupo, por esos consejos que me hicieron engrandecer, por su confianza, por todo el 
apoyo que me brindo en los momentos mas dificiles, y sobre todo por su amistad. 

Al Biol. Victor Perez Gonzalez, por haber confiado en mi y por recomendarme con el 
Dr. Ibarra. 

Al M. en C, Misael Gonzalez R .y la Q.F.B. Alejandra S. Canales R., por su amistad y 
sus palabras de aliento. 

Al Dr. Rubén Marroquin Segura, por su ayuda y disposicién en la realizacién del trabajo 
experimental. 

A ta Dra. Ma. Dolores Correa Beltran por haberme permitido trabajar en su laboratorio y 
darme la oportunidad de convivir con su gran equipo de trabajo, muy especialmente con: 
M. en C. Edith Medina Escutia, Q.B.P Ma. Dolores Tellez Saucedo, Biol. Dolores Leon 
Garcia, M. en C. America del Pilar Mandujano Martinez, QI Antonio Meza Lucas y el Sr. 
Armando Rodriguez Olvera. 

A aquellas personas quienes con sus experiencias y conocimientos me ayudaron a salir 
adelante: Q.F.B. Abigail Clatza Juarez, M. en C. Rosa Maria Salazar Gonzdlez y la Dra. 
Guadalupe Rico. 

Al Dr. Gabriel Guizar Sahagin y al incomparable equipo de Proyecto CAMINA: MVZ 
Angelina Martinez, QFB Carolina Cortes, Dra. Araceli Diaz, Dra. Leticia Cruz, Biol. Ana 
Laura Espitia, Biol. Edson Hernandez, Q.F.B Veronica Rodriguez, C.D, Ma. Luisa Gomez, 
Srita. Laura Baldwin, Sr. Fidel, Sra. Mary, al Sr. Guillermo y sus hijos por su ayuda y gran 
disposicion. 

Agradezco el apoyo econdémico recibido por CONACYT (proyecto con No. de Reg. 

129995-M) para la realizaci6n de la presente tesis. 

WW 

 



  

DEDICATORIA 

A mis padres, Albertina y Eugenio: 
Quienes con su paciencia y sacrificio 

me apoyaron en los momentos mas dificiles 

y me dieron fuerzas para terminar. 

Los quiero mucho 

A la personita que mas he sacrificado. El amor y la razén mas grande de mi 
vida, mi hijo Carlitos: 

Porque desde que !legaste a mi vida, 

haz llenado de alegria cada instante. 
En los momentos en que senti desistir, 

aun sin saberlo con un un abrazo y una sonrisa 

me diste fuerzas para seguir adelante. 
Te amo demasiado gordito 

Muy especialmente a mis hermanos Paco, Ade y mi cufiado Manuel: 
Por toda su confianza y apoyo incondicional. 

Porque nunca podre pagarles todo lo que han hecho por mi, 
por ello, solo les digo muchas gracias. 

A mi gran amiga Lilian Bornio: 
Porque ha estado conmigo 

en todos los momentos dificiles e importantes de mi vida. 

Mil gracias por todo ese carifio y apoyo incondicional. 
Te Quiero Mucho. 

A Guadalupe, Carmen y Roberto: 
Por su paciencia y gran ayuda al principio de mis estudios, 

sin fo cual no hubiera realizado este suefo, 
por eso les voy a estar eternamente agradecida. 

A Mauricio, mi cufiada Carmen y mis sobrinos Julieta, Edith, Sonia, 
Mauricio, Amira y Habid: 

Por toda su comprensidén, apoyo y tiempo 
para ayudarme a terminar.



  

INDICE 

RESUMEN. oo. ceccc cee cecteecne tee caeeceeescnesesuerseecussesueecsssitesivenes 

INTRODUCCION 

ANTECEDENTES 

Generalidades sobre el Sistema Nervioso 

  

Anatomia del Sistema Nervioso Perif€rico........... cccceeccecscesseseseeseeeee 6 

Anatomia del Sistema Nervioso Central 

Histologia del SNC 

Fisiologia del SNC 

Generalidades sobre et Sistema Inmunolégico 

      

Organos linfoides..........c ccc ccccceceecesesseceseecscsesvsseceevesseseussitevtsieseneess 14 

Inervacion de los Grgamos linfoides......... 0... ccc cee ccecesseseenveneeeeee 15 

Histologia del Shao... ee ccsceeccneeseeee cesses sescsesettiesevrennssavenseare 16 

Respuesta inmune 

    

Mecanismos de Activacién linfocitaria 

Generalidades sobre la Lesién de la Médula Espinal 

Fisiopatologia de la lesién de la médula espinal........000. 0.0 ccc cceseecceeeee 23 

Funcién del SI después de una lesion de la médula espinal................... 24 

JSUSTIFICACION. 00.0... ccc ecectee cee ceneeneesaeecescsecestecesssesvaveveusvisersavereeseaes 26 

  

Descripcion de variables... ec cececcccesessssssscssesvecsvevssssvssersestssesssescseetses 30 

Descripcién de técnicas..... 

  

Método estadistico... 

    

Consideraciones éticas



  

RESULTADOS 

   

  

CONCLUSIONES 

PERSPECTIVAS 

APENDICE. o.oo cceccessssssnsssnsnnseeeseecustisssesssessssssssanasvessssastsassssseessaseasueseee 

 



  

RESUMEN 
La lesi6n traumatica de fa médula espinal (LTME) es un fendmeno de alta incidencia que 

ademas de causar pérdida en las funciones motoras origina alteraciones a nivel 

sistemico. Uno de los efectos con mayor repercusién es la inmunosupresién poslesion. 

Diversos estudios han sugerido que la LTME origina una disminucion en ta funcion del 

sistema inmunolégico (SI) !o cual provoca que jos pacientes con este tipo de lesion 

presenten una gran predisposicién a padecer infecciones y en casos muy severos llegar 

ala muerte. Se ha sugerido también que la localizacion de la LIME puede ejercer cierta 

influencia sobre las alteraciones del SI, sin embargo, no se han realizado estudios de 

manera muy controlada en cuanto a Ia intensidad o incluso al tiempo de evolucién de la 

LTME, variables que pueden tener también un efecto importante sobre la funcién 

inmunologica. Asi pues, se decidié realizar el presente trabajo, en el que de manera 

controlada, evaiuamos el efecto que puede tener el tiempo de evolucién, la localizacién y 

la intensidad de la lesion sobre ia funcién de fos linfocitos. Para tal efecto, se utilizaron 

ratas hembras de la cepa Fischer 344 con las que se formaron 4 grupos: (1) ratas sin 

procedimiento quirtirgico, (2) ratas con procedimiento quirurgico pero sin LTME, (3) ratas 

con LTME de localizacién alta (11) y (4) ratas con LTME de localizacién baja (771). 

Los grupos 3 y 4 se dividieron a su vez en dos subgrupos para evaluar la intensidad 

(severa y moderada). Los grupos 2, 3 y 4 fueron evaluados 1 (fase aguda), 10 (fase 

subaguda) y 30 (fase crénica) dias posteriores a la cirugia. En todos los grupos se 

tealizaron estudios de proliferacién de los linfocitos T, obtenidos de ganglios cervicales y 

de bazo, asi mismo se evalué la produccién basal de inmunoglobulinas por parte de los 

linfocitos B. La LTME disminuye significativamente (p< 0.05) la proliferacién de los 

linfocitos T obtenidos de ganglios desde la fase aguda independientemente de la 

localizacién y la intensidad de la lesién. En este mismo caso, durante la fase subaguda, 

no se observé ningun cambio significativo en ta proliferacin linfocitaria de los animales 

con lesién de localizacién alta, independientemente de la intensidad. Sin embargo, los 

animales con lesién baja e intensidad moderada, presentaron un incremento significativo 

(p <0.05) de ta proliferacién, no asi los de intensidad severa. Para la fase cronica, 

independientemente de la localizacién y de la intensidad de la lesién en todos los grupos 

(a excepcién de los animales con lesion baja moderada) se observé una tendencia a 

incrementarse {a proliferacién pero sin alcanzar los valores de ratas no lesionadas. En lo



  

que respecta a los finfocitos T obtenidos de bazo, fue hasta la fase subaguda, en que los 

animales con lesién alta, independientemente de la intensidad, presentaron una 

disminucion significativa de la proliferacion, no asi los de lesién baja. Para {a fase crénica, 

en todos los grupos estudiados se observé una tendencia a incrementar la proliferacién 

linfocitaria, sin embargo en tos animales con lesién baja moderada fue mayor dicho 

incremento. Finalmente en cuanto a la produccién basal de inmunoglobulinas, ninguno de 

los grupos estudiados presenté diferencias significativas con tespecto a los animales no 

lesionados (p> 0.05). 

En términos generales podemos conciuir que la LTME disminuye significativamente ta 

proliferacién de los linfocitos T, dicha disminucién depende del drgano linfoide analizado, 

del tiempo de evolucién (fase de la lesién), de la localizacién y de la intensidad de la 

lesion. Siendo mas acentuada, durante la fase aguda (ganglio) o subaguda (bazo), 

cuando es de localizacién alta e intensidad severa. Por otra parte, la LTME no tiene 

ningun efecto sobre la produccién basal de inmunoglobulinas por parte del linfocito B.



  

INTRODUCCION 

La lesion traumatica de ja médula espinal (LTME) implica la pérdida de funciones motoras 

y/o sensoriales. La incidencia de morbi-mortalidad es considerablemente elevada, ta 

causa principal son las infecciones del tracto urinario (ITU), tracto respiratorio y 

septicemia secundaria a las ITU (Whiteneck 1991, Sugarman 1982 a, b, DeVivo 1993, 

Stocker 1998). Las principales causas de la LTME son los accidentes en vehiculos de 

motor y las caidas (Bracken 1981, Harvey 1992). 

E! promedio de hospitalizacion por lesiones medulares en Estados Unidos es de 5 por 

100,000 habitantes por afio (Sugarman 1982 a, b) y el promedio de decesos anuales es 

de 11.2% (Bracken 1981), en nuestro pais al momento no existen estudios a nivel 

nacional sin embargo, se reporta en la zona metropolitana de! Distrito Federal una 

incidencia de 12 por millén de habitantes (Ibarra 1990). La LTME representa un 

problema psicolégico y socioecondémico a nivel personal y familiar, ya que se requiere de 

Personal y tecnologia altamente especializada desde el momento del accidente y hasta 

que el paciente es reincorporado a sus actividades productivas anteriores (Harvey 1992, 

Cook 1999). 

La LTME no sdlo se asocia con paraplejia, sino que también ocasiona disfuncion 

somatica y auténoma sobre la homeostasis esquelética, cardiopulmonar, circulatoria, 

genitourinaria, gastrointestinal, endocrina (Nash 1994) e inmunolégica (Cruse 1992a, 

Cruse 1992b, Cruse 1994, Cruse 1996, Kliesch 1996, Segal 1997). 

EI SI representa el principal mecanismo de sobrevivencia de los pacientes con LTME, el 

cual al encontrarse alterado provoca que estos individuos mueran por procesos 

infecciosos como consecuencia de la disminucién de ta funcién de! SI (Montgomerie 

1997). En el presente trabajo se analizara la influencia que pueden ejercer el tiempo de 

evolucién, la intensidad y el nivel de lesion sobre la proliferacién de los linfocitos T yla 

produccion de inmunoglobulinas por tos linfocitos B de animales con LTME.



  

ANTECEDENTES 

GENERALIDADES SOBRE SISTEMA NERVIOSO 

El sistema nervioso (SN) se divide en: 

1) El sistema nervioso central (SNC) que comprende la corteza cerebral, encéfalo y 

médula espinal. 

2) El sistema nervioso periférico (SNP) que funcionalmente esta dividido en SN 

somatico y SN auténomo (Testut 1997, Waxman 1997). 

ANATOMIA DEL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO (SNP) 

El SNP Comprende dos divisiones: 

1) SISTEMA NERVIOSO SOMATICO: comprenden fibras aferentes que conectan las 

terminaciones sensitivas con el SNC, y otras eferentes que conectan al SNC con el 

aparato efector. Abarca doce pares de nervios craneales que se originan en el encéfalo y 

los treinta y un pares de nervios raquideos que se originan en la médula espinal (Williams 

1992). 

2) EL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO (SNA) 0 vegetativo comprende porciones de 

los SNC y SNP. Consiste en neuronas eferentes visceraies agrupadas en nervios, 

ganglios y plexos. Este sistema cumple Unicamente funciones motoras, todos los axones 

auténomos son fibras eferentes. El SNA esta constituido por el sistema nervioso 

simpatico y e! parasimpatico. 

Sistema nervioso simpatico o toracolumbar es el componente de mayor tamafio del SNA. 

En el humano se localiza a nivel del primer segmento toracico y hasta el cuarto segmento 

lumbar de la médula (T1-L4), mientras que en la rata se localiza a partir del segmento 

T1 y hasta el segmento L2, Su neurotransmisor es !a noradrenatina. Comprende los dos 

troncos simpaticos ganglionares y sus ramos, plexos y ganglios subsidiarios. 

La cadena simpatica esta conectada con la médula espinal (fig. 1). Las fibras simpaticas 

dejan la médula por las raices anteriores de los nervios raquideos. A continuacion, viajan 

a menos de 1 cm y pasan por un nervio blanquecino pequefio, llamado ramo bianco, 

hacia la cadena simpatica. Desde aqui las fibras viajan en dos direcciones. Algunas 

pasan hacia los nervios simpaticos viscerales que inervan los érganos internos del 

cuerpo, en tanto que otras vuelven por medio de otro pequefio nervio llamado ramo gris,



  

hacia la médula espinal. Estas ultimas fibras viajan a continuacién por todo el cuerpo 

para inervar todas las glandulas sudoriparas de Ia piel, los musculos erectores del pelo, 

las paredes vasculares de muchos vasos sanguineos, el corazon, érganos linfoides, tos 
pulmones y otras visceras (Guyton 1987, Paxinos 1995, Williams 1992). E! simpatico 
funciona como un sistema de urgencia, en condiciones de tension, por causas fisicas o 

emocionales los impulsos simpaticos aumentan en gran medida hacia casi todos tos 
efectores viscerales (Anthony 1983). 

EI SN simpatico esta formado por dos cadenas ganglionares localizadas a ambos lados 
de la médula espinal, sus fibras viajan a través de la cadena ganglionar paravertebral 

para hacer sinapsis con las neuronas posganglionares que estan situadas normalmente 

en los ganglios paravertebrales o prevertebrales. Los axanes preganglionares tienen sus 
cuerpos Celulares en la columna tateral de la materia gris de la médula espinal y salen a 

través de las raices ventrales con los axones de las neuronas somatico motoras (Brading 

1999). 

Sistema nervioso parasimpatico o craneosacro. Funciona como el principal regulador de 

muchos efectores viscerales (corazon, musculo del tubo digestivo, etc.), su 

neurotransmisor es la acetilcolina que estimula la secrecién de jJugos digestivos, insulina 
y la peristalsis. Sus neuronas preganglionares tienen sus cuerpos celulares en los 

ndcleos del tallo del encéfalo o en las columnas grises laterales de la médula sacra, sus 
axones estan conectados con los nervios craneales Il! (motor ocular comun), Vil (facial), 

IX (glosofaringeo), X (vago) y XI (espinal) y en algunos nervios pélvicos. Sus neuronas 

posganglionares tienen sus dendritas y cuerpos celulares en los ganglios parasimpaticos 
mas externos y envian sus axones cortos hacia las estructuras cercanas, haciendo 

sinapsis sdlo con neuronas Posganglionares que emiten ramas hacia un solo efector 

(Anthony 1983) 
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Figura 1 Anatomia del Sistema Nervioso Simpatico (Chusid 1987). 

FISIOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO 

Las fibras autonomas liberan sustancias neurotransmisoras en las sinapsis y en los sitios 

de contacto entre fibras auténomas y efectores viscerales, a los cuales se les conoce 

como uniones neuroefectoras (unién del musculo y células glandulares). Seguin ta 

sustancia neurotransmisora que produzcan, a las fibras auténomas se les clasifica como



  

colinérgicas (liberan acetilcolina) y adrenérgicas (liberan noradrenatina). Las fibras 

colinérgicas inctuyen a todos los axones preganglionares simpaticos y parasimpaticos. La 

mayoria (pero no todos) de los elementos simpaticos posganglionares son adrenérgicos. 

La mayoria (pero probablemente no todos) de los elementos posganglionares 

parasimpaticos son colinérgicos (Tortora 1984, Chusid 1987). 

ANATOMIA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

El SNC ejerce diferentes grados de control sensitivo y motor sobre la totalidad de los 

érganos del cuerpo. Para su estudio se divide en: corteza cerebral, encéfalo y médula 

espinal. 

CORTEZA CEREBRAL: Es !a divisién mayor y mas alta del encéfalo, la fisura longitudinal, 

lo divide en 2 mitades denominadas hemisferios cerebrales izquierdo y derecho, éstos por 

la parte media estan unidos por un tejido formado de sustancia blanca, llamada cuerpo 

calloso. Las fisuras mas sobresalientes son la fisura central (de Rolando), lateral (de 

Silvio) y la parietooccipital. Estas dividen a su vez a cada hemisferio cerebral en cuatro 

ldbulos, cada uno de los cuales recibe el nombre de! hueso que se encuentra por encima: 

lébulo frontal, parietal, temporal y occipital. La corteza cerebral cumple funciones 

sensitivas ({comparacién, evaluacién e integracién de las sensaciones para formar 

percepciones totales), motoras (contro{ de los movimientos voluntarios) y de integracién 

como son el suefio, vigilia, memoria y lenguaje (Anthony 1983). 

ENCEFALO: Se encuentra totalmente dentro de la cavidad craneal, esta formado por: 

rombencéfalo (encéfalo inferior), mesencéfalo (encéfalo medio) y prosencéfalo (encéfalo 

anterior), todas estas estructuras constituyen el tallo cerebral. El rombencéfalo 

comprende el bulbo raquideo, la protuberancia anular y cerebelo. El prosencéfalo esta 

dividido en diencéfalo y tetencéfalo. Por lo comun se le considera el 6rgano unicamente 

telacionado con ef pensamiento, memoria y la conciencia. También se relaciona con 

todas las formas de actividad motora, con la regulacién de las funciones viscerales, 

endocrinas y somaticas, y con el empleo receptivo y expresivo de los simbolos y signos 

que sustentan la comunicacién (Carpenter 1994). 

MEDULA ESPINAL: es Ia parte mas caudal, se encuentra alojada en el canal vertebra! o 

conducto raquideo, en la parte central esta ocupada por la sustancia gris espinal, rodeada 

por la sustancia blanca, ventralmente destaca !a fisura mediana y dorsalmente la 

continuacién glial del surco medio posterior o tabique medio posterior (fig. 2). La 

sustancia gris une dos extensas masas de sustancia gris de cada lado, las extensiones



  

superiores son fos cuernos ventrales y las posteriores los cuernos dorsales. Estos se 

unen por una extension lateral de la comisura gris a la que se denomina sustancia gris 

intermedia tateral. 

Médula espinat 

Surco madio ppsterlor (dorsal) Tabique medio portarior 

Cordén posterior      

    

   

  

    

Suro colateral posterior 

Comisura gris 
posterior 

Conducta de! 
epéndimo 

Columna Intermediot SS 

Cordén snteriar / | 
74 

| Asta anterior 

  

Surco ventrolateral 

Surco medio anterior 
Cominun istanca’ 

anterior 

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

La sustancia gris tiene forma de tetra H o de mariposa, contiene los cuerpos de las 

Neuronas espinales y se divide en nucleos o {aminas, en la sustancia gris intermedia 

lateral se encuentran situadas las neuronas viscerales tanto motoras como sensitivas. 

La sustancia blanca se divide en cordones anteriores laterales y posteriores, gracias a la 

presencia de fisuras de las raices ventrales y dorsales que penetran o salen de la médula



  

(Valadez 1998). Los tractos que componen los cordones laterales y anteriores son 

ascendentes y descendentes. Los ascendentes tienen su origen en células de la 

sustancia gris medular, fos tractos descendentes largos provienen de los nucleos del 

tronco del encéfalo y de la corteza cerebelosa (Carpenter 1994). 

Aunque la médula espinal constituye solo el 2 % del SNC, sus funciones tienen una gran 

importancia ya que comprenden: vias aferentes que conducen impulsos sensoriales de la 

mayor parte del cuerpo, vias descendentes que median la funcién motora voluntaria y 

modifican el tono muscular y, sistemas de fibras y neuronas que median los reflejos 

segmentarios y suministran inervacién auténoma (Carpenter 1994). 

HISTOLOGIA_ DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

El tejido nervioso es uno de los cuatro tejidos fundamentales y de ellos, el de mayor grado 

de especializacion. Como todo tejido esta compuesto por células, un espacio intercelular 

ocupado por liquidos y sustancias disueltas en él, tales como iones, neurotransmisores, 

enzimas, etc. 

Las células del tejido nervioso son de dos tipos basicos: las neuronas y células gliales. 

NEURONA: es la unidad genética, anatémica y funcional del sistema nervioso, es incapaz 

de reproducirse, su conductibilidad y excitabilidad estan altamente desarrolladas. Esta 

formada por 3 regiones distintas: 1) el cuerpo celular es el centro metabdlico de la 

neurona, contiene todos los organelos, 2) dendritas se originan del cuerpo celular y son 

finas arborizaciones que constituyen el aparato de la neurona, que recoge la informacion 

procedente de las otras neuronas, 3) axén es una prolongacién Unica que también se 

origina del cuerpo celular, suministra el paso para las moléculas fabricadas en el! nucleo y 

transportadas a lo largo de! axén hasta su terminacién (fig. 3), representan las fibras 

nerviosas las cuales pueden ser mielinicas 0 amielinicas, la mielina desempefia un papel 

fundamental en ja rapidez de conduccién del impulso nervioso, esto depende de la 

presencia de estrechamientos periddicos de la vaina de mielina: los nédulos de Ranvier 

(Habib 1994, Valadez 1998). 

 



  

HUCLEOLO 

Figura 3 Estructura basica de una neurona (Kibiuk L. En 

www.sfn.org/backgrounders/communication.htmi). 

CELULAS GLIALES: Son pequefas células redondeadas diseminadas por todo el SNC, 

sin capacidad para generar impulsos nerviosos, se distinguen dos tipos: 1) la macroglia 

que esta representada por los astrocitos y los oligodendrocitos. Los astrocitos tienen un 

papel nutritivo, metabdlico y de sostén, los oligodendrocitos tiene como funcién producir ta 

mielina que recubre los axones centrales y 2) la microglia o fagocitos, desempefhan un 

pape! de defensa inmunitaria. También hay células gliales en el parénquima del encéfalo 

y médula espinal, y células ependimales que recubren sus cavidades. En los ganglios de 

las raices nerviosas y del SNA hay células capsulares que rodean los cuerpos celulares; 

periféricamente las células de Schwann revisten el ax6n, fas células terminates rodean las 

capsulas sensoriales, las células telogliales rodean las terminales motoras y las células de 

soporte sostienen fa estructura de los epitelios sensoriales (Habib 1994, Valadez 1998, 

Williams 1992).



  

FISIOLOGIA DEL SNC 

  

POTENCIAL DE ACCION: Las neuronas se caracterizan por su capacidad para recibir, 

conducir y transmitir informacion, la cual esta codificada por cambios electroquimicos 

transitorios en su membrana plasmatica. El elemento base de la transmision de 

informacién a la neurona es un breve impulso eléctrico denominado potencial de accién, 

que atraviesa el axén. Es una modificacion momentanea del potencia! de membrana que 

aparece cuando la membrana llega stbitamente a ser permeable a los iones sodio y 

después a los iones potasio. El proceso que origina el potencial de accién se denomina 

despolarizacién y corresponde a ta transicién en el interior de la neurona de una carga 

negativa de -70 mV a una carga positiva de +50 mV. Por el contrario un aumento del 

potencial de reposo provoca una hiperpolarizacién la cual disminuye ta capacidad de una 

célula para generar un potencia! de accién (Valadez 1998, Williams 1992). 

SINAPSIS: Es el lugar de conexién entre dos neuronas, aqui se efectua fa transmision de 

!a informacién de una neurona a otra. Existen dos tipos: eléctricas Para las cuales la 

transmisi6n implica un proceso solamente eléctrico, y quimicas, en las que interviene ta 

secrecion y liberacion de sustancias quimicas necesarias para {a transmisién de la 

informacién. En la sinapsis el potencial de accién se propaga a lo largo del axén, cuando 

alcanza el extremo terminal, se inicia una entrada masiva de calcio. En el lado 

postsinaptico se fija a su receptor el transmisor provocando una modificacién de la 

permeabilidad de la membrana postsinaptica lo cua! provoca la abertura de los canates de 

sodio ocasionando una despolarizacién postsindptica llamada “potencial postsinaptico 

excitatorio”, si éste alcanza el umbral se desencadena un potencial de accion que a 

continuacién se propagara por todo el elemento postsinaptico, a partir de este momento 

tiene lugar la transmisién. Por ultimo el transmisor se separa de su receptor y puede ser 

degradado enzimaticamente o recaptado e integrado en nuevas vesiculas (Habib 1994),



GENERALIDADES SOBRE EL SISTEMA INMUNOLOGICO 

EI sistema inmunolégico (SI) es el encargado de defender al organismo de agentes 

invasores, esta formado por fos érganos linfoides y una serie de células y moléculas 

responsables de la inmunidad. 

ORGANOS LINFOIDES 

Con el fin de optimizar las interacciones celulares para las fases de la respuesta 

  

inmunitaria especifica, 1a mayoria de las células de SI se localizan y concentran en 

érganos 0 tejidos anatémicamente definidos que son los lugares donde se transportan y 

concentran los antigenos. 

Los tejidos linfoides se clasifican en dos grupos: 

Organos generadores 0 tejido linfoide primario: son los tejidos en los que los linfocitos 

expresan por primera vez los receptores antigénicos y alcanzan la madurez fenotipica y 

funcional. Entre éstos se incluyen la médula dsea y el timo. 

Organos periféricos o tejido linfoide secundario: es donde se inicia y desarrolla la 

tespuesta de los linfocitos a los antigenos y, son los ganglios linfaticos y bazo. 

MEDULA OSEA: Es un tejido blando que se encuentra en las cavidades medulares 

cilindricas y las trabéculas de los huesos largos. Su composicién difiere en los distintos 

huesos y en las diferentes edades, y se encuentra en dos formas: la médula amarilla 

constituida por una base de tejido conectivo, que contiene numerosos vasos sanguineos 

y células, la mayoria son adipocitos y la médula roja que esta constituida por un 

entramado de tejido conectivo reticular y esta constituida por una variedad de células 

Sanguineas y sus precursores y algunos adipocitos. Aqui se originan todas jas células 

sanguineas a partir de una célula madre, la proliferacion y maduracién de las células 

(hematopoyesis) es estimulada por citoquinas. La maduraci6n de los linfocitos T ocurre 

en timo y no en la médula 6sea (Ham 1985, Williams 1992, Abbas 1999}. 

EL TIMO: Localizaco en el mediastino, se extiende por el cuello hasta el borde inferior de 

la glandula tiroides y por debajo hasta el cartilago costal. Es un 6rgano bilobulado que se 

divide en pequefos lobulillos mediante septos fibrosos. Cada uno consta de una corteza 

celular densa y una médula interior, menos densa. Ambas partes se componen de 

linfocitos dispuestos en una pequefia red epitelial diferente del tejido conjuntivo de sostén 

que se observa en otros érganos linfoides (Anthony 1983). Las células inmaduras migran 

de {a corteza a la médula y se ponen en contacto con células epiteliales, macréfagos y



  

células dendriticas (Abbas 1999). Sus funciones principales son: es una fuente de 
linfocitos antes det nacimiento, maduracién de los linfocitos T (Anthony 1983). 

GANGLIOS LINFATICOS: Son estructuras ovaladas de diferente tamafio. Se disponen en 

grupos o acumulos en determinadas areas. Los de mayor importancia son: los ganglios 

submentonianos, cervicales, axilares e inguinales. Cada ganglio est4 formado por una 

corteza externa que tiene agregados de células (foliculos), algunos de los cuales tienen 

un area central llamada centro germinal y una médula formada principalmente por 

linfocitos y fagocitos mononucleares. De no ser en otros sitios (p. ej. en la circulacién) es 

precisamente en ios ganglios, donde se lleva a cabo la fagocitosis. Asi mismo es el lugar 

donde son transportadas y concentradas tas proteinas antigénicas de la linfa, y donde se 

puede iniciar y desarrollar la respuesta inmunitaria frente a esos antigenos (Anthony 

1983, Abbas 1999). 

EL BAZO: Situado en el cuadrante superior izquierdo det abdomen, irrigado por una unica 

arteria esplénica que perfora ta capsula y se divide Progresivamente en ramas pequefas 

que permanecen rodeadas por una trabécula fibrosa que sirve de soporte y proteccién. 

Las pequefias arteriolas se hallan envueltas por una capa de linfocitos llamada vaina 

linfoide periarteriolar que tiene folicutos linfoides algunos con centros germinales. Tiene 

una pulpa blanca formada por tejido linfoide denso de las vainas periarteriolares y 

foliculos y, la pulpa roja por grandes cantidades de eritrocitos, macréfagos, células 

dendriticas y escasos linfocitos. El bazo es un filtro para la sangre; los macréfagos de la 

pulpa roja limpian la sangre de sustancias extrafias indeseables y eritrocitos viejos, 

incluso en ausencia de inmunidad especifica (Abbas 1999). 

INERVACION DE LOS ORGANOS LINFOIDES 

Tanto los érganos linfoides primarios como fos secundarios reciben inervacién simpatica 

postganglionar noradrenérgica. Los cuerpos celulares preganglionares estan localizados 

en la columna celular intermediolateral de la médula espinal toracica y lumbar. Sus 

axones inervan ganglios en la cadena simpatica 0 en los plexos prevertebrales asociados 

con los grandes vasos. La distribucién en el parénquima de tas fibras parece dirigirse mas 

enfaticamente hacia zonas de los linfocitos T y macréfagos, asi como a regiones 

nodulares y foliculares de los linfocitos B (Felten 1985, 1987, Madden 1995, Kohm 1999). 

En seguida se describira brevemente la inervacion de los érganos linfoides primarios y 

secundarios.



MEDULA OSEA: Algunas fibras noradrenérgicas (NA) muy finas entran con el sistema 
arteriolar, mientras que los plexos de fibras permanecen con la vasculatura, algunas 
famas irradian al parénquima y terminan entre las células hematopoyéticas (Felten 1985, 

1987, Madden 1995). 

TIMO: Las fibras NA entran con los grandes vasos y rodean el plexo nervioso, estas fibras 
estan distribuidas casi exclusivamente en la corteza_timica. Existen dos zonas de la 

corteza que reciben una densa inervacién: la zona mas externa, compuesta 

principalmente por timocitos inmaduros, y la vasculatura de la unién cortico-medular. A 

través de la corteza, un grupo de fibras se extiende desde el plexo vascular nervioso 

hasta el parénquima (Felten 1985, 1987, Madden 1995, Ghoshal 1998). 

GANGLIOS LINFATICOS: En las ratas y los ratones hay inervacién NA en 

compartimentos especificos de los ganglios linfaticos cervicales, popfiteos  y 

mesentéricos. Las fibras simpdticas postganglionares entran a través del hillus y se 

distribuyen al cordén medular y sistema capsular/subcapsular. Las fibras se extienden 

desde los pequefios plexos asociados con los vasos sanguineos hasta las. tegiones de los 

linfocitos T en las zonas cortical y paracortical (Lockhart 1965, Felten 1985, 1987, 

Madden 1995, Ghoshal 1998, Panuncio 1999). 

BAZO: Se han encontrado fibras NA en el bazo de muchos animales incluyendo la rata y 

el rat6n. Se ha demostrado que hay abundantes fibras NA en la vasculatura de la pulpa 
blanca y que terminan en el parénquima. Las fibras NA viajan con la arteria esplénica, la 

cual contiene el 97% de axones simpaticos postganglionares y entran al hillus de! baze. 

La pulpa roja tiene fibras nerviosas que constituyen menos del 1% de la inervacién NA. 

Frecuentemente hay pequefias fibras nerviosas dentro de los foliculos, y estan asociados 

con pequefios acumulos de finfocitos T (Lockhart 1965, Felten 1985, 1887, Madden 

1995). 

HISTOLOGIA_ DEL SISTEMA INMUNOLOGICO 

Las células del SI en condiciones normales estan Presentes como células circulantes en 

la sangre y en ta linfa, formando grupos definidos anatémicamente en los érganos 
linfoides y como células dispersas en casi todos {os tejidos, excepto en el SNC. 

Los linfocitos son jas células que especificamente reconocen y fesponden a un antigeno. 

Sin embargo en otras fases de fa respuesta inmunitaria (efectora y de activacién) 

intervienen otras células no linfoides llamadas células accesorias.



  

LINFOCITOS: Célutas con nucleo grande, se originan en la médula ésea a partir de una 

célula madre linfoide (fig. 4) y adquieren sus receptores conforme van madurando. Son 

mediadores de !a respuesta inmunitaria especifica, son las Unicas células capaces de 

reconocer especificamente y distinguir diferentes determinantes antigénicos. 

Existen dos clases funcionales dependiendo de sus receptores y de la estimulacién 

antigénica. 

Linfocito B sus primeras fases de maduracién tienen lugar en la médula ésea, son las 

Unicas células capaces de producir anticuerpos. 

Linfocito T sus precursores se originan en la médula ésea y luego migran y maduran en el 

timo, se subdividen en dos poblaciones: linfocitos T CD4 0 colaboradores y linfocitos T 

CD8 o citotéxicos. Existe un tercer grupo de células consideradas dentro de la familia 

finfoide, son muy semejantes a los linfocitos y se denominan células NK (Natural Killer) 

que son capaces de lisar células tumorales o infectadas por virus sin una estimulacién 

antigénica clara (Abbas 1999 ). 

FAGOCITOS MONONUCLEARES: es la segunda poblacién importante del SI. Se 

originan y maduran en médula ésea a partir de una célula madre mieloide (fig. 4), 

cuando pasan a sangre se llaman monocitos. Una vez que éstos colonizan tejidos se 

llama macréfago © histiocito y recibe nombres especificos dependiendo de! tejido 

(microglia en SNC, célula de Kuppfer en higado etc). Su funcién principal es la 

fagocitosis, presentacién de antigeno, y la produccién de citoquinas para atraer células 

inflamatorias (Abbas 1999}. 

CELULAS DENDRITICAS: Son células accesorias que juegan un papel importante en la 

inducci6n de ta respuesta inmunitaria. Existen dos tipos; fas células dendriticas 

interdigitantes, se localizan en zonas ricas en células T de los ganglios linfaticos y bazo, 

son eficientes en fa presentacién de antigenos proteicos a los linfocitos T cotaboradores, 

y las células dendriticas foliculares localizadas en el centro germinal de los foliculos 

linfoides de los ganglios linfaticos y bazo, éstos atrapan antigenos unidos a anticuerpos 

© productos del complemento y lo expresan en su superficie para que sean reconocidos 

por los linfocitos B (Abbas 1999). 

GRANULOCITOS: Estas células se originan en médula 6sea a partir de una célula 

progenitora mieloide (fig. 4) y en sangre periférica hay 3 tipos, identificados basicamente 

por las caracteristicas de tincién de sus granulos: neutrofilo o polimorfonuclear (PMN), 

responde rapidamente a estimulos quimiotacticos, fagocitan y pueden ser activados por 

citoquinas producidas por macréfagos y células endoteliales y actuan como células



  

efectoras de la inmunidad humoral. Poseen receptores para IgG y proteinas del 

complemento. Los basofilos son células circulantes derivadas de la médula ésea, tienen 

granulos citoplasmicos ricos en histamina y receptores para IgE; generalmente se supone 

que !os baséfilos participan en las reacciones mediadas por IgE, su importancia en la 

inmunidad e hipersensibilidad aun no se comprueba. Los eosindéfilos derivan también de 

la_médula 6sea su produccién aumenta en casos de infestacién por helmintos, tienen 

teceptores de baja afinidad para la IgE, pueden degranularse en reaccién a células diana 

grandes no fagocitables (Roitt 1994, Stites 1994, Abbas 1999). 
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Figura 4 Maduraci6n de las células sanguineas (hematopoyesis) * Progenitores 

especializados, ** Progenie diferenciada (Roitt 1994).



RESPUESTA INMUNE 

  

La inmunidad es la reaccion a sustancias extrafias (macro y microorganismos) sin que 

dicha reaccién tenga repercusién fisiolégica o patoldgica y la respuesta inmunitaria es la 
respuesta global y coordinada tras la introduccion de sustancias extrafias. Los individuos 
Sanos se encuentran protegidos contra tos microorganismos por medio de diferentes 
mecanismos: 

INMUNIDAD INNATA (natural o nativa): representa la primera linea defensiva contra los 
microorganismos. Sus elementos esenciales son: barreras fisicas y quimicas (epitelio, 

piel, defensinas, etc.), proteinas sanguineas (proteinas de! complemento y mediadores de 
la inflamacién), células fagociticas (neutréfilos, macréfagos) y otros leucocitos (células 
NK). 

INMUNIDAD ESPECIFICA (adaptativa): Es un mecanismo de defensa mucho mas 
evolucionado que la inmunidad innata, es estimulado tras ta exposicién a agentes 
infecciosos y cuya intensidad y capacidad defensiva aumenta después de la posterior 
exposicion a un determinado microorganismo. Sus principales caracteristicas son: es 

especifica, origina memoria inmunologica, es transferible, es inducible, tiene 

autolimitacion, especializacién, diversidad, y es Capaz de discriminar lo propio de lo no 

propio. 

TIPOS DE INMUNIDAD ESPECIFICA 

Inmunidad activa: genera respuesta inmunolégica después de la exposicién de un 
individuo a un antigeno (todo aquello capaz de inducir una respuesta inmunoldégica 
especifica). 

Inmunidad pasiva: se da por transferencia de célutas 0 suero de individuos previamente 
inmunizados a otros que nunca hayan sido sensibilizados con ese antigeno. 

La inmunidad especifica también se puede clasificar en dos tipos, dependiendo de los 

componentes del SI que participa en la respuesta. 

inmunidad humoral: participan fos anticuerpos (Ab). 

lnmunidad celular 0 mediada por células: participan los linfocitos T. 

FASES DE LA RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA 

La eliminacion de los antigenos se lleva a cabo mediante una serie de mecanismos en 

cascada. El reconocimiento de un antigeno es el punto clave de la respuesta inmune 
adaptativa (Roitt 1994)



  

RECONOCIMIENTO: Las células T sélo reconocen antigenos sobre la superficie de 
células accesorias en asociacién con las moléculas del complejo principal de 
histocompatibilidad (MHC, del ingles Major Histocompatilbility Complex), para ello la 
célula presentadora de antigeno (CPA) internaliza las proteinas extracelulares en los 
endosomas, estas proteinas sufren protedlisis, mientras que en el reticulo endoplasmico 
(RE) se sintetizan las moléculas del MHC clase Il y se asocian a una cadena invariable, 
este complejo es transportado del RE a las vesiculas endosémicas donde la cadena 
invariable sufre protedlisis dejando libre a las moléculas del MHC clase Il y éstas son 
capaces de unirse a las proteinas extracelulares ya procesadas, posteriormente el 

complejo proteina extracelular-molécula del MHC clase I! se traslada hacia ja superficie 
de la CPA en donde el reconocimiento de este complejo por las linfocitos T CD4 ocasiona 
Su activacién (Abbas 1999). 

ACTIVACION: La interaccién entre un linfocito en reposo y un antigeno desencadena una 
serie de acontecimientos bioquimicos tempranos, que conducen a la formacién de 
segundos mensajeros en el seno de la célula B o T. Estos mensajeros inducen cambios a 
nivel del DNA celular. Una vez que se ha llevado a cabo la interaccién, en Primera 

instancia, se activa la tirosinacinasa ZAP-70 que a su vez activa a la fosfolipasa C 
gamma-1 (PCy1) misma que es la responsable de hidrolizar a nivel membranal al 
fosfatidilinositol, reaccién que genera dos mensajeros secundarios: el 1,4,5-trifosfato de 
inositol (IP3) y el diacilglicerol (DAG). EIIP3 provoca la liberacién de calcio almacenado 
en el interior de la céiula, mientras que el DAG activa la protein cinasa C. Junto con otras 
Cinasas, la protein cinasa C fosforila una serie de moléculas de superficie, 1o que provoca 
la activacién de determinados genes. Como consecuencia de estas reacciones de 
activacién, las células linfoides expresan en su membrana receptores de varias 
citoquinas, por ejemplo, el receptor para IL-2. La interaccién de estas citoquinas con su 
receptor especifico determina la proliferacion y diferenciacién de los linfocitos (Roitt 1994, 
Abbas 1999). 

EFECTORA: es el estadio en e! que los linfocitos que han sido activados por los 
antigenos, desarrollan las funciones que conducen a la eliminacién de éstos. Los 
linfocitos T CD8 que han sido activados destruyen al antigeno mediante un proceso de 
lisis, mientras que los linfocitos T CD4 van a secretar mediadores solubles denominados 
citoquinas y que en conjunto modulan la respuesta inmune, p. ej. la IL-14 ocasiona la 
Proliferacion y diferenciacién de los linfocitos B mientras que la IL-8 es un quimiotadctico 
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de los neutréfilos, linfocitos y basofilos, siendo todas estas células necesarias para tener 

una buena respuesta inmune (Moreno 1996, Abbas 1999). 

Los linfocitos B son los responsables de fa funcién de reconocimiento y efectora de la 
respuesta inmune humoral, la cual esta caracterizada por su capacidad para responder a 

distintos antigenos produciendo diversas clases de anticuerpos. Su activacién requiere de 

la interaccién entre linfocito T y B mediante sus receptores especificos y la participaci6n 

de moléculas llamadas coestimuladores y la posterior estimulacién por citoquinas 
Producidas por los linfocitos T. El contacto entre el antigeno y la célula B ocasiona que 
esta se desarrolle y diferencie en célula plasmatica que es la Gnica capaz de producir 
anticuerpos. En la mayoria de los mamiferos superiores se han identificado cinco clases 

diferentes de Ig, de fas cuales, en el humano la \gG_constituye el 70-75 % de las Ig 
totales, la IgM el 10 %, la IgA el 15-20 %, la igD menos del 1% y la IgE se encuentra en 
muy poca cantidad en ef suero (Roitt 1994), mientras que en fa rata la IgG constituye el 

96%, la lg M el 3%, la IgA, IgE y la igD en conjunto menos del 1% de las Igs totales 
(Carter 1980). 

MECANISMOS_DE ACTIVACION LINFOCITARIA 

Los linfocitos son las principales células de la respuesta inmune especifica, su activacién 
da lugar a procesos parcialmente competitivos: proliferacién celular y diferenciacién en 

células efectoras. Existen diferentes mecanismos de activacién de los linfocitos entre los 
cuales se mencionan: 

1) ACTIVACION ANTIGENO-ESPECIFICA: Tanto Ios linfocitos T como los B se activan al 
unirse con sus antigenos especificos. Los linfocitos T necesitan reconocer at antigeno 

asociado a las moléculas del MHC expresadas por CPAs, mientras que los linfocitos B 
pueden unirse a los antigenos libres, aunque generalmente necesitan de la participacion 

de los linfocitos T para activarse (Roitt 1994). 

2) ACTIVACION INESPECIFICA: Los mitégenos son una clase de moléculas que pueden 
activar de manera inespecifica los linfocitos T o B. Son utiles para estudiar la funcién del 
linfocito mediante su activacién y proliferacién inducida in vitro en forma inespecifica. 
Los mitégenos son lectinas, es decir, proteinas de origen vegeta! y bacteriano, capaces 
de unirse a los carbohidratos. Algunas de ellas activan los linfocitos B mediante 
entrecruzamiento de sus receptores (BCR) y los linfocitos T se activan por la unién del 
mitégeno con carbohidratos membranales, se cree que la estimulacién por estos agentes 
es semejante a lo que ocurre in vivo. Los linfocitos T humanos y murinos son activados 
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por la fitohemaglutinina (PHA) y la concanavalina A (Con A), por otra parte, el 

lipopolisacarido (LPS) estimula los finfocitos 8 murinos, mientras que el mitégeno de 

hierba carmin *pokweed” estimula los linfocitos T y B murinos (Roitt 1994). 

Otro grupo de moléculas que activan inespecificamente las células T son los 

“Superantigenos’, la mayoria de los cuales tienen origen bacteriano. Entre ellos se 

encuentran las enterotoxinas estafilocéccicas, la toxina del sindrome del shock téxico, 

toxina de la dermatitis exfoliativa y algunas proteinas viricas. Los superantigenos se unen 

a las moléculas del MHC clase II localizadas en la membrana de las CPAs, de esta 

manera interaccionan con el TCR de los linfocites T, especificamente con la regién VB de 

este receptor (Roitt 1994). 

Actualmente se sabe que existe una gran interaccién entre el SNC y SI. Como 

consecuencia de ésto, una lesion al SNC puede originar alteraciones en la funcién de! SI. 

La lesién traumatica de la médula espinal puede entonces originar alteraciones en la 

funcién inmunolégica. A continuacién hablaremos en general de las caracteristicas de la 

lesion medular y sus implicaciones sobre el SI. 

GENERALIDADES DE LA LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA 

ESPINAL 

La lesién traumatica de la médula espinal (LTME) es uno de los padecimientos mas 

Serios experimentados por el hombre. Provoca deficiencia sensorial 0 motora, y pérdida 

del control de esfinteres que puede ser temporal o permanente. Las lesiones que ocurren 

a nivel cervical se caracterizan por dejar al individuo tetraplégico, es decir sin movimiento 

en las extremidades tanto inferiores como superiores y, cuando ocurre a nivel toracico, 

lumbar o sacro resulta en una paraplejia (inmovilidad de las extremidades inferiores). La 

LTME que causa pérdida total de ia funcién motora y sensorial por debajo de la zona de 

lesién se considera “ lesion completa “ y si afecta alguna funcién motora y/o sensorial 

se llama “ lesién incompleta” (Price 1994). 

El impacto socioecondmico personal y familiar es elevado. El manejo integral de la LTME 

es muy complejo, requiere de la intervencién de un grupo multidisciplinario, asi como de 

tecnologia especializada, desde el momento del accidente y hasta que el individuo es 

rehabilitado. Se ha estimado que los gastos en promedio (en délares) son de $95,203 

para hospitalizaci6n inicial, $7,866 por servicios médicos y equipo de adaptacion, $ 8,208 

para modificaciones a! hogar y $6,296 para asistencia personal, los gastos pueden variar 
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dependiendo de la severidad de la lesion (Harvey 1992). En Estados Unidos se ha 

estimado que los costos por !esion a las unidades de cuidados médicos ascienden a $2.3 

biltones de dolares en promedio de vida (Cook 1999). 

De acuerdo a diferentes estudios epidemioldgicos las principales causas de la LTME son 

los accidentes en vehiculos de motor y las caidas, la poblacién mas afectada es la de 

Personas entre los 15 y 45 afios de edad con un marcado predominio en los hombres, 

casados y de raza blanca. (Bracken 1981, Harvey 1992). Sin embargo, las fesiones 

provocadas por disparo de arma de fuego son mas frecuentes en jévenes solteros y 

desempleados (Mckinley 1999). E! promedio de hospitalizacién por lesiones medulares 

agudas en Estados Unidos es de 5 por 100,000 habitantes por afio (Sugarman 1982 a, b) 

y el promedio de decesos es de 11.2% por afio (Bracken 1981). En nuestro pais, 

especificamente en el Distrito Federal se reporta una incidencia de 12 por millon de 

habitantes (!barra 1990) y en un estudio mas reciente en la misma zona se reporta una 

incidencia de 9 por cada millon de habitantes (Grijalva 1995). 

La causa principal de morbilidad y mortalidad son las infecciones del tracto urinario (iTU), 

tracto respiratorio y septicemia secundaria a las ITU (Whiteneck 1991, Sugarman 1982 a, 

b, DeVivo 1993, Montgomerie 1997, Berrouane 1998, Mckinley 1999). En la actualidad el 

indice de mortalidad ha aumentado hasta en un 10%, debido a los problemas 

psicolégicos que la LME origina (Pish 1997). 

FISIOPATOLOGIA DE LA LESION TRAUMATICA EN MEDULA ESPINAL 

Se ha establecido que existen dos mecanismos de dafio a !a médula espinal después de 

haber ocurrido una LTME: 

A) LESION PRIMARIA. Varia de acuerdo al tipo e intensidad del mecanismo de lesién Se 

caracteriza por dafio mecanico en las membranas de las células nerviosas (neuronas y 

giiales). 

B) LESION SECUNDARIA. Comprende los cambios que se presentan debido a uno o 

Mas procesos iniciados después de la lesién primaria y que se dan con el transcurso del 

tiempo. Basicamente son la consecuencia de varios mecanismos autodestructivos entre 

los cuales se puede incluir ta isquemia que posteriormente puede llevar al paciente a un 

infarto (Tator 1995). Secundario a este fendmeno también se pueden observar cambios 

bioquimicos fundamentales en la fisiopatologia de la LTME, caracterizados por el 

aumento en los nivetes de aminoacidos neurotéxicos como el aspartato y glutamato (De 

la Torre 1981, Faden 1988, Panter 1990, Tator 1991, 1995), acumulacién de 

23



catecolaminas, liberacién de acido araquidénico y sintesis de eicosanoides, presencia de 

opiodes enddgenos (Tator 1995), lipoperoxidacién (Hall 1994), produccién de citocinas 

(Giulian 1990), ademas hay un marcado intercambio de electrolitos en los que se 

observa incremento de calcio y sodio intracelular y potasio extracelular manifestandose 

como edema celular (Tator 1991, 1995,Young 1982, Amar 1999).Todo esto lleva a fa 

disminucién en la transmisién de los impulsos eléctricos e incluso a la muerte celular 

{Tator 1995). 

Asi mismo ocurren varios cambios a nivel sistémico los cuales comprenden 

principalmente shock neurogénico caracterizado por el aumento temporal de los niveles 

de catecolaminas, presién sanguinea y velocidad del corazén, ademas de una resistencia 

periférica y capacidad cardiaca disminuida (Tator 1991, 1995). 

Ademas de estos cambios también se ha observado una alteracién en !a funcién del 

sistema Inmunolégico misma que participa importantemente en la susceptibilidad de estos 

pacientes a diferentes tipos de infecciones las cuales en ocasiones pueden incluso 

originar fa muerte del paciente (Montgomerie 1997). 

FUNCION DEL SISTEMA __INMUNOLOGICO__DFSPUES DE UNA __LESION 

TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL 

La interacci6n entre las diferentes vias de comunicaci6n del sistema nervioso, endocrino 

e inmune facilita la inmunorregulacién fisiolégica. Algunos factores externos pueden 

romper esas vias de comunicacién provocando una alteracién det sistema inmune (Cruse 

1992, 1996, Madden 1995, Kliesch 1996, Sega! 1997, Befus 1999, Campagnolo 1999, 

Cruse 2000 ). La presencia de fibras nerviosas en tejido linfoide sugiere una unién 

estructural potencial entre el SNC y el sistema inmunolégico (Besedovsky 1979, Felten 

1985, Felten 1987, Chamber 1993, Yanguo 1994, Douglas 1995, Callahan 1998, Ghoshal 

1998, Tang 1999). La inervacion noradrenérgica  influye sobre los linfocitos y 

particularmente sobre los linfocitos T (Felten 1985, Felten 1987, Madden 1995, Cavalloti 

1999, Panuncio 1999). Algunos experimentos permiten establecer que tras una 

simpatectomia quimica hay un incremento en la sintesis de DNA de los linfocitos T y B 

(Madden 1989), por lo tanto aumenta ta proliferacién celular pero la migracién se ve 

alterada por la disminucién en la expresién de moléculas de adhesién (Madden 1994 a): 

también se ha encontrado que las alteraciones inducidas por la simpatectomia no siempre 
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Se correlacionan con cambios en una poblacién especifica de las células T (Madden1994 

b). 

Los efectos de fa LTME originan disfuncion somatica y autnoma sobre la homeostasis 

esquelética, cardiopulmonar, circulatoria, genitourinaria, gastrointestinal, endocrina 

(Besedovsky 1979, Nash 1994) e inmunologica, de hecho se sabe que después de una 

LTME se origina una disminucion de la funcién del sistema inmune (Cruse 1992a, Cruse 

1992b, Cruse 1994, Cruse 1996, Kliesch 1996, Campagnolo 1997, Segal 1997, Cruse 

2000). Dicha disminucién ha tratado de ser explicada por: (1) interrupcién det flujo de las 

Sefiales del sistema nervioso simpatico a los tejidos linfoides y sus vasos sanguineos asi 

como del regreso de las sefales aferentes de esos tejidos al cerebro. (2) 

inmunosupresién causada por corticosteroides, catecolaminas y endorfinas producidas 

como respuesta al estrés que padece este tipo de paciente. (3) interrupcién del regreso 

de las sefiales al SNC de {a periferia ocasionando por ta LTME que puede reducir la 

facilitacion de las neuronas inmunorregulatorias de! SNC y por lo tanto disminuye su 

actividad y (4) una combinacién de los 3 mecanismos (Cruse 1996). Sin embargo atin se 

encuentra en estudio el origen de dicha alteraci6n. 

Los pacientes con LTME presentan un alto riesgo de morbilidad y mortalidad por 

infecciones. Esto se debe en parte a la disminucién significativa de la respuesta inmune 

natural (células NK) y adaptativa (linfocitos T), asi como a los niveles reducidos de 

moléculas de adhesion celular (CAMs) (Cruse 1992a, Cruse 1992b, Cruse 1996, Kliesch 

1996, Campagnolo 1997, Segal 1997, Kokkler 1998, Okada 1999) las cuales juegan un 

Papel critico en el movimiento, proliferacién y diferenciacién celular, es decir son 

indispensables en la respuesta inmune (Cruse 1996); también se ha observado una 

disminucién de la proliferacién de tos linfocitos T a mitégenos, de la actividad citotéxica de 

las células NK a pesar de que el numero de estas células sea normal. Finalmente 

también se ha demostrado un desequilibrio de la relacién cooperador : supresor de los 

linfocitos T (Campagnolo 1994). Aunque la LTME esta asociada con una elevacién en la 

cuenta de leucocitos, la funcién de dichas células se encuentra muy disminuida. Ademas 

la cuenta regresa al limite normal después de 3 semanas de haber ocurrido la tesién 

(Travlos 1994, Woiciechowsky 1999). 

La alteracion inmunolégica varia dependiendo del nivet al que ocurre el trauma (Nash 

1994) ya que la alteraci6n es mayor cuando ocurre a nivel alto (cervical) que cuando es 

a nivel bajo (toracico) (Campagnolo 1994, 1997, Kliesch 1996). 
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JUSTIFICACION 

Después de una LTME se desencadenan una serie de mecanismos autodestructivos que 

resultan en una alteracién de la homeostasis de! organismo. Entre las alteraciones mas 

importantes destaca la disminucién en !a funcién de! SI. Esta alteracion origina una alta 

incidencia de problemas infecciosos en los pacientes con LTME. Hasta el momento no se 

ha estudiado en forma sistematica el efecto de la LTME sobre la funcién del SI, se 

desconoce fa influencia que puedan tener el tiempo de evolucién, la intensidad y {a 

localizacién de la lesion sobre la funcidn del SI, en particular de los linfocitos. Es por ello 

que en este trabajo se evaluaran sistematicamente todos estos pardmetros en animales 

con LTME para conocer con mejor detalle su influencia sobre ia funcién linfocitaria. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

1. {La fase de la lesién (aguda, subaguda y crénica), tendra algiin efecto sobre ta funcién 

linfocitaria? 

2. ¢ La localizacién de la lesién (alta (toracica 1) 0 baja (toracica 11)), tendra algun efecto 

sobre la funcién linfocitaria? 

3. {La intensidad de la lesién (moderada o severa), tendra algun efecto sobre la funcion 

linfocitaria? 
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HIPOTESIS 

1. La funci6n linfocitaria sera menor durante {as fases aguda y subaguda en comparacién 

con la fase cronica de la LTME. 

2. Mientras mas cefalica sea ‘a localizacién de la LTME, sera menor la funcién 

linfocitaria. 

3. Mientras mas severa sea la intensidad de la LTME, sera menor la funcion linfocitaria. 

OBJETIVOS 

1. Evaluar y comparar el efecto del tiempo de evolucién (fase: aguda subaguda y crénica) 

de la LTME sobre la funcidn linfocitaria. 

2. Evaluar y comparar el efecto de la localizacién (toracica alta y tordcica baja) de la 

LTME sobre la funcion linfocitaria. 

3. Evatuar y comparar el efecto de la intensidad (moderada y severa) de la LTME sobre la 

funci6n linfocitaria. 
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MATERIAL Y METODOS 

DISENO EXPERIMENTAL 

Se utiliz6 un total de 106 ratas adultas de la cepa Fischer 344, de 180 a 250 g de peso; 

mismas que fueron divididas en cuatro grupos como sigue: 

  

Grupo 1. Ratas sin procedimiento quirtirgico (PQ) (n=8). 

Grupo 2. Ratas con PQ pero sin LTME (n=25). 

Grupo 3. Ratas con LTME de localizacién alta (T1), (n=38). 

Grupo 4. Ratas con LTME de locatizacién baja (T11), (n=35). 

Los animales de los grupos 3 y 4 se dividieron a su vez en dos subgrupos como sigue: 

Grupo 3 A. Ratas con LTME de localizacién alta e intensidad de lesisn severa (n=17). 

Grupo 3 B. Ratas con LTME de localizacion alta e intensidad de lesion moderada {n=21). 

Grupo 4 A. Ratas con LTME de localizacion baja e intensidad de lesién severa (n=18). 

Grupo 4 B. Ratas con LTME de localizacién baja e intensidad de lesién moderada (n=17). 

  

  

GRUPO 1 GRUPO 2 
SIN PQ PQ SIN LTE 
ns8B n=25           

  

  

106 RATAS FISCHER 344 

      

  

  

            

  

GRUPO 3 GRUPO 4 
LTME ALTA (11) LTME BAJA (711) 

n=38 n=35 

SUBGRUPOS. 
A} INTENSIDAD SEVERA 

B) INTENSIDAD MODERADA       
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CONSIDERACIONES TECNICAS 

  

(a) A las ratas del grupo 1 se les realizaron los mismos estudios inmunolégicos que a las 

ratas de los grupos 3 y 4 para determinar tos valores de referencia. 

(b) Las ratas de! grupo 2 fueron sometidas al mismo procedimiento quirtirgico (PQ) que 

las ratas de los grupos 3 y 4 pero sin ser lesionadas. 

(¢) El grupo 2 comprende ratas con PQ a nivel de T1 0 ratas con PQ a nivel de T11. 

(d) A las ratas del grupo 2 se les realizaron los estudios inmunolégicos a los mismos 

tiempos establecidos para las ratas de los grupos 3 y 4. 

(e) El grupo 3 (lesi6n alta) y 4 (lesién baja) fueron divididos a su vez en: A (intensidad 

severa) y B (intensidad moderada) y estos subgrupos a su vez se dividieron en 3 grupos 

para evaluar el tiempo de evolucién (1, 10 y 30 dias). El numero de ratas que formaron 

cada grupo se describe en ta tabla 1. 

TABLA I. Distribucion de animales por grupo estudiado. 
GRUPO 

3A 

3B 

4a 

48 

Tipo de 

LTME 

Ratas normales 

Laminect. Alta 

Laminect. Baja 

Alta Severa 

Alta Moderada 

Baja Severa 

Baja Moderada 

TOTAL 

1 Dia 

(Fase aguda) 

A
n
t
 
N
N
 

O
D
O
 

36 

10 Dias 

(F. subaguda) 

N
O
O
N
 

W
A
 

30 Dias 

(F. crénica) 

A
a
n
w
n
w
 w

o 

Total 

13 

12 

17 

21 

18 

17 

106 

(f) En los dias establecidos para el sacrificio de los animales, se obtuvo una muestra de 

sangre de cada rata estudiada para llevar a cabo una electroforesis. 
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DESCRIPCION DE VARIABLES 

  

Lesién Traumatica de fa Médula Espinal (LTME): Dafio en la médula espinal causado por 

el impacto con un cilindro de acero de 15 g de peso. E{ dafo origina inflamacion y 

destruccién del tejido neural asi como perdida total o parcial de la actividad motora de las 

extremidades posteriores. 

VARIABLES INDEPENDIENTES 

Tiempo de evolucién: se refiere a las diferentes fases posteriores a la LTME: aguda, 

subaguda y crénica. 

Fase aguda de Ia lesi6n: es el periodo comprendido entre el momento de la lesién y las 

primeras 72 horas poslesién. 

Fase subaguda de fa lesion: periodo comprendido entre los 3 y los 15 dias poslesion. 

Fase crénica de la lesién: periodo comprendido a partir de los 15 dias poslesién. 

Lesion alta: tesién en la médula espinal realizada_a nivel de la primera vértebra toracica. 

Lesién baja: lesion es la médula espinal realizada a nivel de la décimo primera vértebra 

toracica. 

Lesién de intensidad moderada: \esién producida al dejar caer un cilindro de acero de 15 

g de peso desde una altura de 5 cm sobre la médula espinal y que permite preservar mas 

del 40% del tejido en ta medula espinal y que le permite al animal recuperar un grado 3 en 

‘as extremidades posteriores con respecto a la escala de Tarlov (base de sustentacién 

amplia, movimientos coordinados con !a marcha pero muy tambaleantes y con perdida 

del equilibrio). 

Lesién de intensidad Severa: \esién producida al dejar caer un cilindro de acero de 15 g. 

de peso desde una altura de 10 cm sobre la médula espinal, siendo minima la 

preservacién de tejido de la médula espinal (< 15 %) y en que el 95% de los animales 

quedan parapiéjicos. 

VARIABLES DEPENDIENTES 

Inmunosupresi6n: Consideramos como inmunosupresién poslesién a la disminucién 

significativa de la funcién linfocitaria. 

Funci6n linfocitaria: Es la capacidad de activacién de los linfocitos T y B. En el caso de 

os linfocitos B, se refiere a la capacidad de producir niveles basales de inmunoglobulinas. 

Para los linfocitos T, se refiere a la capacidad de estas células para protiferar ante la 

presencia de un mitégeno. 
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Proliferacién linfocitaria: Expansion del nimero de células, secundana a la activacién y 
division mitotica de cada linfocito inducida por el antigeno especifico o por mitégenos. Un 

mitogeno es todo aquetio capaz de inducir una respuesta inmune no especifica e 

indiscriminada. La proliferacion se evalu6é mediante el indice de proliferacién (IP): 

\P=promedio de cuentas por minuto de los pozos problema/ promedio de cuentas por 

minuto de los pozos testigo. 

Produccién de Inmunogiobulinas por los linfocitos B; se refiere a la capacidad de los 

linfocitos B para producir niveles basales de inmunoglobulinas 

DESCRIPCION DE | 

  

ECNICAS 

Lesin traumatica de la médula espinal 

  

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina (77.5 mg! Kg de peso) y 
Clorhidrato de Xitazina (12.5 mg/Kg. de peso). Previa asepsia y antisepsia de ta region 

toraco-tumbar se procedié a realizar la cirugia como se indica a continuactén: 

Se realiz6 una incisién via dorsal por planos de aproximadamente 2 cm, hasta llegar ala 

columna vertebral. Bajo visién con microscopio quirurgico, se quité la lamina de la 

vertebra T1 (cuando se trataba de una lesién alta) 0 T14 (para la lesion baja) hasta dejar 
expuesta la médula espinal. Si la rata correspondia a los grupos de laminectomia, el 

siguiente paso fue suturar el area de cirugia. Si la rata correspondia a los grupos con 

LTME, se colocé en un aparato estereotaxico (fig. 5) y a través de un tubo guia se dejo 
caer un cilindro de acero de 15 g de peso desde una altura de § cm si la lesion era 

moderada o desde 10 cm si la lesion era severa. Se verificé la correcta realizacion de la 

lesién bajo el microscopio, observandose un hematoma central en la zona medular donde 
se realiz6 el impacto y finalmente se cerré por planos con sutura dermalén 4-0.



  

Figura 5 Técnica empleada para realizar una lesi6én por contusién (aparato 

estereotaxico). 

Cuidados posquirtirgicos 

Todos los animales se colocaron en cajas individuales y en una unidad de cuidados 

intensivos. Se mantuvieron en cajas con aserrin estéril y en una habitacion aséptica. El 

agua y aserrin se cambiaron cada tercer dia. El intestino y vejiga de cada animal se 

evacuaron manualmente cada 12 horas. 

Proliferacion celular 

Obtencién de los ganglios y preparacién de la muestra 

Bajo anestesia y en condiciones de asepsia y antisepsia se realizo un corte longitudinal 

de la region media del maxilar inferior a la region media del esternon. Se diseco el tejido 

subcutaneo y se localizaron 4 ganglios cervicales (2 en cada extremo de la cadena 

cervical). Se disecaron y se extrajeron para ser colocados inmediatamente en solucién de 

RPMI para posteriormente ser macerados (sin llegar a triturar) con el émbolo de una 

jeringa estéril, para obtener las células y continuar con los siguientes pasos



  

1, Las células en suspensién, se centrifugaron a 1500 rpm a TA durante 5 min. 

2. Se deseché el sobrenadante y las células se resuspendieron en RPMI para ser 

nuevamente centrifugadas. 

3. Se repitieron 2 veces los pasos 1 y 2. 

3. Se resuspendieron las células en 1 mL de RPM! + 20% SFB {RPMIc). 

4. Se tomo una alicuota de 20 pL, se mezclo con 20 pL de azul de tripan (0.4%) yse 

realiz6 la cuenta celular y viabilidad. 

Obtencién del bazo y preparacion de la muestra 

Bajo anestesia, y previa asepsia y antisepsia se realizé un corte transversal de la region 

infra-toracica izquierda para disecar y extraer el bazo. Se colocé inmediatamente en una 

caja de petri estéril con medio RPMI. En condiciones de esterilidad se maceré (sin llegar a 

triturar) con ayuda de una malia y el émbolo de una jeringa estériles, para obtener las 

células y continuar con los siguientes pasos: 

1. La suspension celular se transfirié a tubos cénicos de 50 mL estérites, se adicioné 

una solucién de lisis (NH4CI (0.15 M), KHCO3 (0.01 M) y EDTA (0.0001 M)), se 

homogeneizé y dejo a temperatura ambiente por 5 minutos. 

2. Pasado este tiempo se adicionaron 5 mL de RPMI y se centrifugé a 1500 rpm durante 

5 minutos. Se elimind el sobrenadante y el paquete celular se resuspendid con 10 mL de 

RPMI y se centrifugo nuevamente, se realizaron dos lavados mas con 5 mL de RPMI 

cada uno 

3.El paquete celular se resuspendié finatmente en 3 mL de RPMIc. 

4. Se tomd una alicuota de 20 pL, se mezclo con 20 ul de azul de tripan y se realizé la 

cuenta celular y viabilidad. 

Técnica de proliferacion: 

1, En placas de 96 pozos para cultivo de células, se colocaron 350,000 células por pozo 

diluidas en RMPIc.



2.A cada pozo se le agregaron 100pI ya sea de RPMIc (testigo negativo), o bien 

RPMIc mezclado con concanavalina-A (Con A) como sigue: 

  

1 2 3.4 5 6 7 8 9 10 Wt MR 

A’ Ne FN LON Sor Ne NENG NG 

j Foote ad 
LF NA SF NIRA DERI NS NN OD 

B o™ {> IN EN PN ON ON LN ON 
. . ae 
. ' ror 

LF NE RANI NI NI SSI NIK KAN ANG 

Células de ganglios + concanavalina A 10 pg/mL: A1 a AS 

Células de ganglios + RPMIc: A7 a A114 

Células de bazo + concanavalina A 10 pg/mL: 81 a BS 

Células de bazo + RPMIc: B7 a B11 

3. Se incubaron las placas a 37°C en presencia de 5% de CO, 

8. Cuarenta y ocho horas después, se agregé 1p curie de timidina-H® (Amersham 

pharmacia biotech, actividad especifica 25 Ci/mmol 185 MBq) por pozo. 

4. Veinte horas después {as células fueron procesadas en un cosechador (Skatren 

Instruments). 

5. La muestra correspondiente a cada pozo se colocé en viales que contenian 5 mL de 

liquido de centelleo (Aquasol, Sigma Corp.) 

6. Todas las muestras fueron evaluadas en un analizador de radioactividad BR Beckman L5 

6000 TA, para obtener los valores correspondientes expresados en cuentas por minuto. 

Una vez obtenidos los valores, se elimind el valor mas alto y el mas bajo, y se procedié a 

promediar cada triplicado y el valor resultante se utiliz6 para obtener el indice de 
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proliferacion (IP) correspondiente, mismo que resulté de dividir tas cuentas por minuto 

promedio de tos pozos problema entre tas cuentas por minuto promedio de ios pozos 

testigo (células + RPMIc). 

Electroforesis de proteinas séricas 

Obtencién de ta muestra de suero 

1. Bajo anestesia y antes de obtener los érganos linfoides, se tomé una muestra de 1 mL 

de sangre por puncién intracardiaca. 

2. Se dejé reposar por 30 minutos a temperatura ambiente. 

3. Posteriormente (previa retraccién del codgulo) se centrifugé a 1500 rpm durante 5 

minutos. 

4. Se obtuvo el suero correspondiente y se colocé en tubos eppendorf, se adicionaron 

20 ul de timerosal por cada 500 pL de suero (para tener una concentracion final de 

0.01% de timerosal en suero) y se almacenaron a -4°C. 

5. Todas las muestras de suero se procesaron el mismo dia bajo las mismas condiciones. 

Técnica 

1, Se humedecié una membrana de acetato de celulosa con la solucién reguladora por 

10 minutos. 

2. Pasado este tiempo se absorbié el exceso de humedad con un papel filtro. 

3. Se colocé ta membrana sobre la camara y se aplicaron las muestras, seleccionando la 

muestra numero 1 en el lado donde se observaba una muesca que indicaba la Posicion 1 

y en seguida se aplicaron las muestras correspondientes (8 muestras por acetato). 

4. La camara se conecto y dejo correr durante 20 minutos a 200 volitios. 

5. Se saco la membrana y tifio por 10 minutos en rojo de Ponceau al 5% en Acido 

tricloroacético al 7.5%. 

6. La membrana se enjuag6 varias veces en solucién de acido acético al 5% en agua, 

hasta eliminar el exceso de colorante, posteriormente se colocd en la mezcla aclaradora 

por 5 minutos y luego en una placa de vidrio teniendo cuidado que no se formaran 

burbyas 
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7. Con ayuda de una pistola de aire se secd cada membrana, para después separar la 

membrana de la placa de vidrio. 

8. Cada muestra se digitalizé y proceso para conocer la densidad de cada banda con el 

software Syngene Gene Too! Synoptics. Ltd 1998 . 

Una vez obtenidos los resultados, se procedié a calcular los porcentajes correspondientes 

a cada banda, tomando como referencia la suma de fos pixeles de todas Jas bandas 

(100%). EI valor correspondiente a cada banda se multiplicd por 100 y se dividié entre el 

numero total de pixeles resultante de la suma de todas las bandas. 

METODO ESTADISTICO 

Se realiz6 estadistica descriptiva, se calcularon promedios o medianas segun el caso. 

Para determinar el tipo de pruebas estadisticas todos los valores resultantes de las 

pruebas se sometieron a pruebas de normalidad. Se propuso que si la distribucién de los 

valores de una variable determinada presentaba una distribucién normal en todos los 

casos, se realizaria una prueba estadistica paramétrica, pero si en uno o mas de los 

casos la distribucién es anormal, se utilizaria una prueba no paramétrica. En todos los 

casos, el valor de la probabilidad para mostrar diferencias entre los grupos se consideréd 

con una p = 6 < 0.05. 

CONSIDERACIONES ETICAS DEL USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION 

El presente proyecto se realizé tomando en cuenta los lineamientos establecidos en el 

Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacién para la salud (Titulo 

séptimo: De la investigacién que incluya la utilizaci6n de animales de experimentacién) 

(Ley general de Salud 1995). 
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RESULTADOS 

ANALISIS ESTADISTICO 

En la mayoria de los casos, el andlisis de normatidad demostré que los datos de todos 

los grupos presentaban una distribucion heterogénea, por ello se analizaron mediante 

pruebas no paramétricas. 

Proliferacién celular 
Para conocer las diferencias estadisticas entre los grupos 1 y 2, se realiz6 la prueba no 

paramétrica U de Mann Whitney. Para comparar los resultados entre el grupo 1 y los 

diferentes subgrupos (3A, 3B, 4A, 4B) por separado, se aplicé la prueba no paramétrica 

de Kruskal Waltis seguida por la prueba de Dunn’s_ o U de Mann Whitney. Para comparar 

la intensidad de la lesién se realiz6 {a prueba no paramétrica U de Mann Whitney. En lo 

que respecta al tiempo de evolucién de fa LTME se realizo una prueba no paramétrica de 

Kruskal Wallis seguida por fa U de Mann Whitney. 

Electroforesis de proteinas séricas 

Para conocer la diferencia entre e! grupo 1 y 2 se realizé la prueba no paramétrica U de 

Mann Whitney. Para comparar el grupo 1 con los diferentes subgrupos se realiz6é la 

prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. 

PROLIFERACION CELULAR 

influencia de la intensidad de la lesién sobre fa funcién de los linfocitos T obtenidos de 

ganglio cervical 

En fa figura 6 se observa que la LTME disminuye la proliferacién de los linfocitos T en 

los 3 tiempos estudiados. En la fase aguda fos animales con lesién alta (fig. 6 A) 

independientemente de la intensidad, presentan una disminucién del IP (severa: 93% y 

moderada: 75%) con respecto a los animales no lesionados, sin embargo dicha 

disminucién no alcanzé la significancia estadistica (p>0.05). Para la fase subaguda, el IP 

presenté una disminucién significativa (p<0.05) en el grupo de lesién moderada (88% 

menor a los animales no lesionados), mientras que, los animales con lesién severa no 

mostraron cambios respecto a la fase aguda (p>0.05). Hacia la fase crénica, aunque 

ambos grupos lesionados presentaron un incremento de! IP éste siguid siendo menor al 

presentado por ef grupo de animales no lesionados (72% menor) (p<0.05). 
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Respecto a los animales con lesién baja (fig. 6 B), durante la fase aguda se observo una 

disminucién significativa del IP independientemente de la intensidad {87% menor a los 

animales sin lesién) manteniéndose sin cambios hacia la fase subaguda para fos 

animales con lesién severa (p>0.05), mientras que los de lesién moderada presentaron 

un incremento significative (40% menor al de los no lesionados) (p<0.05). Durante ta fase 

crénica los animales con lesién severa mostraron un incremento no significativo de! IP (p 

> 0.05) respecto a las fases anteriores mientras que los animales con lesion moderada 

presentaron una disminucién (74% menor al de los no lesionados) aunque no 

estadisticamente significativa (p>0.05). 
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Figura 6. Indices de proliferacién de linfocitos T obtenidos de ganglios cervicales de ratas 

sin lesién (cuadros), con laminectomia (rombos) y con LTME de localizacién alta (A) o 

baja (B) e intensidad severa (triangulos) 0 moderada (circulos). 

influencia de fa localizacién de la lesién sobre la funcidn de Ios linfocitos T obtenidos de 

ganglio cervical 

En la figura 7A se observa que durante la fase aguda, la lesién de intensidad moderada 

independientemente de la localizacion origina una disminucién del IP (alta: 65%, baja: 

90% menor a fos animales no lesionados) aunque ésta no alcanzé la significancia 

estadistica (p>0.05). En la fase subaguda el IP de los animales con lesién alta disminuyd 
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alin mas (88% menor a !os animales no lesionados y 67% respecto a 1a fase aguda) 

mientras que en los de lesién baja presentd un incremento significativo (p<0.05), pero sin 

alcanzar el valor presentado por los animales no lesionados (40% menor a este grupo). 

Durante fa fase crénica se presentd un incremento no significativo (p>0.05) del !P en el 

grupo de lesion alta (66% menor a los no lesionados), mientras que en tos animales de 

lesién baja éste disminuyé nuevamente aunque sin alcanzar !a diferencia estadistica 

(p>0.05) (41% menor a la fase subaguda y 75% menor a los animales no lesionados). 

Respecto a Ia lesion de intensidad severa (fig. 7B), independientemente de ta localizacién 

(alta o baja) se observ un comportamiento similar. Durante la fase aguda se presentd 

una disminucién del IP (baja: 86% y alta: 92% menor a los animales sin lesién; p>0.05), 

manteniéndose sin cambios en la fase subaguda (p>0.05), para posteriormente 

aumentar hacia la fase crénica aunque no en forma significativa (baja: 70% y alta: 61% 

menor a los animales no lesionados; p>0.05) 
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Figura 7. Indices de proliferacién de linfocitos T obtenidos de ganglios cervicales de ratas 

sin lesién (cuadros), con laminectomia (rombos) y ratas con LTME de localizacién alta 

{circulo y triangulos negros) o baja (circulos y triangulos blancos) e intensidad moderada 

(A) 0 severa (B). 

influencia de la intensidad de la lesién sobre la funcién de tos linfocitos T obtenidos de 

bazo 

En la figura 8A se observa que durante la fase aguda, los animales con lesion alta 

independientemente de la intensidad, presentaron valores similares a los de los animales 

no lesionados (p>0.05). En la fase subaguda, ambos grupos lesionados mostraron una 

disminucién significativa (p<0.05) en el IP (moderada: 86% y severa 92% menor a los



animales sin lesion). Sin embargo, para ia fase crénica, se observé un incremento 

aunque no significativo (p>0.05), en !a proliferaci6n de los linfocitos de los grupos 

lesionados, el cual siguié siendo menor al valor de los animales sin lesién (moderada: 

50% y severa 64% menor). 

Durante la fase aguda, se observé una disminucién no significativa (p>0.05) del IP en ei 

grupo de animales con lesién baja (fig. 8B), independientemente de la intensidad 

(moderada: 65% y severa: 52% menor a los animales sin Jesi6n). El IP disminuye aun 

mas para la fase subaguda (moderada: 87% y severa 90% menor a los animales sin 

lesion) sin alcanzar nuevamente fa diferencia estadistica (p>0.05) y finalmente hacia la 

fase crénica ambos grupos lesionados presentan un incremento no significativo (p>0.05) 

siendo éste mas evidente en los animales con lesién moderada (moderada: 10% y 

severa: 65% menor a los animales sin lesién). 
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Figura 8. Indices de proliferacion de linfocitos T obtenidos de bazo de ratas sin lesién 

(cuadros), con laminectomia (rombos) y con LTME de localizaci6n alta (A) © baja (B) e 

intensidad severa (triangulos) 0 moderada (circulos). 

Influencia de la localizacion de la lesién sobre la funcion de los linfocitos T obtenidos de bazo 

En la figura 9A se observa que durante la fase aguda la lesién de intensidad moderada y 

localizacion alta no origina cambios significativos en el (P (p>0.05) con respecto a los 

animales no lesionados, en tanto que la lesién de localizacién baja si presenta una 

disminucién aunque no significativa de! IP (66% menor a los animales no lesionados; 

p>0.05). Para la fase subaguda se observé una disminucién del IP (p>0.05) 
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independientemente de la localizacién respecto a Ja fase aguda, (baja: 88% y alta: 86% 

menor a los animales sin lesion). Hacia la fase crénica, el iP se incremento en ambos 

grupos aunque no en forma significativa (p>0.05), siendo mas marcado dicho incremento 

en los animales de lesién baja (alta: 50% y baja: 20% menor a los animales no 

lesionados). 

Respecto a la intensidad severa (fig. 9B), cuando se trata de una lesion alta, no se 

presentd ningun cambio significativo en el IP, con relacién a los animales no lesionados, 

mientras que en los de localizacién baja, el IP disminuyé aunque no de manera 

significativa (52% menor a los animales no lesionados; p>0.05). Hacia la fase subaguda 

ambos grupos experimentaron una disminucién significativa (p<0.05) respecto a la fase 

aguda (baja: 78% y alta: 94% menor a los valores observados en la fase aguda) y alos 

animales no lesionados (baja: 89% y alta: 92%). Para la fase crénica ambos grupos 

presentan un incremento aunque no significativo (p>0.05) del IP (64% menor a los 

animales no lesionados). 
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Figura 9. Indices de proliferacién de tinfocitos obtenidos de bazo de ratas sin lesion 

(cuadros), con faminectomia (rombos) y ratas con LTME de localizacién alta (circulos y 

triangulos negros) 0 baja (circulos y triangulos blancos) e intensidad moderada (A) 0 

severa (B). 
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PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS POR LOS LINFOCITOS B 

Regién Gamma 
Aunque en los grupos con lesion alta se observa una ligera disminuci6n en el porcentaje 

de gamma globulinas (fig. 10A), ésta diferencia no fue estadisticamente significativa 

(p>0.05) independientemente de la intensidad y det tiempo de evolucién. Durante la fase 

aguda, en jos grupos con lesion baja (fig. 10 B) tampoco se demostré una diferencia 

significativa (p>0.05) con respecto a los grupos normales. Hacia la fase subaguda, los 

animales con lesién severa, no presentan cambios con respecto a la fase aguda, sin 

embargo en el grupo con lesién moderada el porcentaje disminuye significativamente con 

Tespecto a la fase aguda (66% menor a fos animales no lesionados) (p<0.05) pero 

también los animales laminectomizados presentaron esta disminucién. Durante fa fase 

cronica se presenta un incremento en el porcentaje en todos los grupos, siendo mas 

significativo en los de lesion moderada. 
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Figura 10. Porcentaje de gamma globulinas de ratas sin lesién (cuadros), o con 

laminectomia (rombos) y ratas con lesién alta (A) o baja (B) e intensidad severa 

{triangulos) 0 moderada (circulos). 
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Region Beta 

La LTME de tocalizacién alta (fig. 11A) independientemente de la intensidad y del tiempo 

de evolucién no altera la produccién de beta globulinas por los linfocitos 8 (p>0.05). 

En la figura 11B se observa que durante a fase aguda los animales con lesion baja; 

independientemente del tipo de intensidad presentan un porcentaje de beta globulinas 

similar al de las ratas sin lesin (p>0.05). Aunque existe una tendencia del porcentaje a 

incrementar a través del tiempo, en la fase subaguda y crénica ambos grupos lesionados 

presentan un porcentaje similar al det grupo sin lesion pero con laminectomia (p>0.05). 
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Figura 11. Porcentaje de beta globulinas de ratas sin tesiébn (cuadros), o con 

laminectomia (rombos) y ratas con lesién alta (A) o baja (B) e intensidad severa 

(triangulos) o moderada (circulos). 

Region Alfa 1 

Durante la fase aguda y subaguda no se demostré ningtin cambio en el porcentaje de 

alfa globulinas (fig. 12 A y B) independientemente de la localizacién e intensidad de ‘a 

lesién (p>0.05). Durante la fase crénica ambos grupos lesionados presentan un 

moderado incremento en el porcentaje sin alcanzar fa significancia estadistica (p>0.05). 
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Figura 12. Porcentaje de alfa1 globulinas de ratas sin lesién (cuadros) 0 con laminectomia 

(rombos) y ratas con lesién alta (A) o baja (B) e intensidad severa (triangulos) o 

moderada (circulos). 

Region Alfa 2 

Los animales con lesion alta (fig. 13A) y baja (fig. 13B) independientemente de la 

intensidad y del tiempo de evolucion, no presentaron diferencias en el porcentaje de alfa 

globulinas respecto a los animales no lesionados, aunque durante la fase aguda los 

animales lesionados presentaron un porcentaje ligeramente mayor al grupo no !esionado 

esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0.05). 
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Figura 13. Porcentaje de alfa2 globulinas de ratas sin lesién (cuadros), o con 

laminectomia (rombos) y ratas con lesion alta (A) o baja (B) e intensidad severa 

(triangulos) o moderada (circulos). 
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Albumina 

Los animales con lesién alta (fig. 14A) independientemente de !a intensidad de la lesion, 

presentan un incremento paulatino del porcentaje de albtmina a través del tiempo, con 

respecto a los animales sin lesidn. Dicha diferencia no fue estadisticamente significativa 

(p>0.05). Durante la fase aguda y crénica los grupos de animales con lesién baja (fig. 

14B) no mostraron modificaciones en la produccién de albumina respecto a los animales 

no lesionados, sin embargo, en la fase subaguda, ambos grupos fesionados, presentaron 

un porcentaje ligeramente mayor que los animales sin lesion, pero tal diferencia no fue 

significativa (P>0.05). 
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Figura 14. Porcentaje de albumina en ratas sin fesién (cuadros), o con laminectomia 

(rombos) y ratas con lesion alta (A) o baja (B) e intensidad severa (triangulos) o 

moderada (circulos). 
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DISCUSION 

En el ambiente se encuentran una gran cantidad de agentes infecciosos que pueden 

causar enfermedades y, si se multiplican sin control alguno, pueden llegar a producir la 

muerte del huésped. Generalmente las infecciones que ocurren en individuos normales 

son de corta duracién y el dafio es minimo (Roitt 1994), pero ésto no sucede cuando 

alguno de los componentes del sistema inmunolégico se encuentra alterado. Una 

inmunodeficiencia ya sea de caracter congénito o adquirido, clinicamente se manifiesta 

con infecciones severas por organismos de patogenicidad normalmente baja. 

La causa principal de morbi-mortalidad en pacientes con LTME son las infecciones, ya 

sea del tracto urinario, respiratorio o septicemia secundaria a las infecciones del tracto 

urinario (ITU) (Whiteneck 1991, Sugarman 1982 a, b, DeVivo 1993, Montgomerie 1997, 

Berrouane 1998, Mckinley 1999). Varios estudios han demostrado que después de una 

LTME se origina una disminucién en ta funcién del sistema inmundlogico tanto de ‘a 

inmunidad innata como adaptativa, lo cual explica en cierta forma la alta predisposicion de 

estos pacientes a contraer determinado tipo de infecciones (Cruse 1992, 1994, 1996, 

Campagnolo 1994, Kliesch 1996). Se ha sugerido que dicha alteracién esta relacionada 

con Ia localizacién a la que ocurre el trauma en el paciente lesionado (Campagnolo 1994, 

1997). Provocando una mayor disminucién en fa funcion inmunologica cuando la lesion es 

de localizacién mas cefalica que cuando es de localizacion mas caudal. Los resultados 

obtenidos en la presente tesis concuerdan en cierta manera con estos datos. Aunque 

durante {a fase aguda no se presentaron diferencias significativas, fue claro observar que 

en la fase subaguda Jos linfocitos T obtenidos de ganglios de animales con lesion baja 

moderada presentaron una recuperacién en el indice de proliferacién significativamente 

mayor al de los animales con lesién alta independientemente de la intensidad. Desde este 

punto de vista, son dos los fenomenos que se tienen que analizar, por una parte el efecto 

de la localizacién pero también el de !a intensidad de la lesion ya que cuando la 

intensidad es severa, no se observa ninguna influencia de la localizacién. Asi pues, en lo 

referente al efecto de Ia localizacién, la diferencia observada puede explicarse por la 

ubicacion anatémica del sistema simpatico, que es el encargado de inervar los organos 

linfoides. En el humano fas fibras preganglionares del simpatico emergen de la médula 

espinal desde T1 a L4 (Anthony 1983; Brading 1999) y en la rata desde T1 a L2 (Paxinos 

1995), de tal forma que, una lesién localizada en T1 0 en una posicién mas cefalica, 
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origina una desconexin total entre el SNC y el sistema simpatico misma que provoca el 

fenémeno de hiperreflexia autondmica (Amzallang 1993) que se caracteriza por una 

hiperfuncién simpatica como resultado de la desconexién del simpatico con los centros 

superiores. El aumento en la funcién del sistema simpatico puede originar a su vez 

inmunodepresién por 2 vias diferentes. Por una parte, se ha demostrado que la 

hiperactividad del simpatico provoca una disminucién de la secrecién de citoquinas 

hematopoyéticas (Ghoshal 1998), moléculas indispensables para el buen funcionamiento 

del SI. Por otro lado, también la hiperactividad simpatica es capaz de originar un 

importante aumento en la liberacién de corticosteroides (Callahan 1998), substancias que 

por si mismas tienen un importante efecto inmunosupresor. Asi pues, por efecto de la 

hiperreflexia autonémica se puede estar originando en forma mas marcada el efecto 

inmunosupresor observado en los animales con lesién alta. 

Por otra parte, vale la pena mencionar que la_ influencia de 1a localizacién sdlo fue 

observada en los linfocitos que se obtuvieron de ganglios linfaticos no asi en los 

obtenidos de bazo ya que en este ultimo, aunque si se logré observar una disminucién en 

la funcién T, los valores fueron muy similares independientemente de la localizacién de la 

lesion. La influencia ejercida por el sistema simpatico sobre la funcion T probablemente 

no tenga la misma importancia en bazo que a nivel ganglionar y por ello no se observen 

diferencias significativas. 

Por otra parte, en lo que respecta a la intensidad de la lesion, es claro observar que 

independientemente de la localizacion y el érgano estudiado (ganglio o bazo) la lesion 

severa induce una disminucién en la proliferacion T, misma que hasta después de la fase 

subaguda de la lesion, presenta cierta recuperacién. En este caso es importante 

mencionar que, aun los animales con lesién baja severa presentaron una proliferacion 

linfocitaria muy disminuida. Como antes se menciond, en un individuo con lesién baja 

independientemente de la intensidad, e! sistema simpatico debe de seguir conectado al 

sistema nervioso y por lo tanto no se esperaria una disminucién en la funcidn 

inmunotogica por los mecanismos antes descritos. Sin embargo en este trabajo atin en 

los animales con lesién severa baja existe una marcada disminucion en la proliferacion 

linfocitaria. En este caso podria estar participando importantemente otro fenémeno que se 

origina una vez que se lleva a cabo la lesion: el choque espinal. El choque espinal es un 

fendmeno caracterizado por la pérdida total de estimulos eléctricos con la consiguiente 

pérdida de actividad sensorial y motora seguido esto de una recuperacién gradual de los 

reflejos medulares (Guttmann 1970, Bach y Rita 1993). La duracion del choque medular 
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es muy variable (dias a semanas) y depende importantemente de la severidad de la 

lesién, presentando una mayor duracién cuando mas severa es la lesion (Bach y Rita 

1993). El choque medular en realidad origina una desconexién con el SNC por la pérdida 

de impulsos eléctricos. Asi pues, en los animales con lesién severa baja una mayor 

duracién de! periodo de choque medular podria estar contribuyendo a originar por un 

mayor tiempo la muy disminuida proliferacién presentada por fos linfocitos T de 

individucs con este tipo de lesién. 

Las fases de evolucion de la ‘esién también influyen sobre la funcién T. Como se pudo 

observar en este trabajo, independientemente de !a intensidad 0 localizacién los linfocitos 

T obtenidos de ganglio presentaron una disminucion en la proliferacién desde la fase 

aguda y tiende a recuperarse en las fases siguientes. En este caso es muy probable que 

la influencia de la fase tenga que ver nuevamente con el periodo de choque espinal, de 

tal forma que en ia medida en que pasa el tiempo el choque medular tiende a 

desaparecer y asi mismo tiende a recuperarse la proliferacién T. Nuevamente la duracién 

de! choque espinal se veria influenciada por la localizacién y ta intensidad de la Sesién. 

Vale la pena mencionar que en el caso de !os linfocitos obtenidos de bazo, la disminucién 

en la proliferacién se observa hasta la fase subaguda de la lesion, sin embargo, tiende a 

recuperarse también para la fase crénica. En este caso, el efecto tardio (hasta la fase 

subaguda) de la lesién sobre la proliferacién T en comparacién con el efecto observado 

en linfocitos de ganglio puede deberse como ya antes lo sugerimos, a una menor 

influencia del sistema nervioso sobre la funcién de las células alojadas en este organo. 

Sin embargo con los resultados obtenidos en este trabajo no podemos demostrar en 

forma exacta esta observacién por lo que debera ser un tépico a desarrollar en futuras 

investigaciones. 

Finalmente, otro dato que vale la pena analizar es el relacionado con el porcentaje de 

inmunoglobulinas producido por fos linfocitos B. Con relacién a esto, en el presente 

trabajo no se jogré demostrar una influencia significativa de la localizaci6n, intensidad o 

fase de evolucién sobre dicha funcién B. Estos resultados concuerdan con los observados 

por otros autores donde a! evaluar en general el efecto de la LTME sobre la produccién 

de gamma globulinas no observaron alteracién alguna (Lyons 1987). Vale la pena 

mencionar que, al evaluar a produccién de estas proteinas se esta evaluando en realidad 

una funcién basal de los linfocitos B y no una funcién que resulte de fa estimulacién 

antigénica. En el primer caso la funcién B no necesariamente es dependiente de una 

buena funcién de los linfocitos T, mientras que en la segunda, la funcién dependeria en 
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buena parte de Ia actividad T. Asi pues, no por haber observado en este trabajo alterada 

la funcién T, necesariamente tendriamos que esperar una alteracion también en la 

produccién de gamma globulinas, sin embargo llama la atencién el resultado. Se ha 

descrito que gran parte de la inervacion simpatica en érganos linfoides esta dirigida sobre 

todo a los sitios donde se localizan los linfocitos T (Felten 1985, 1987, Madden 1995), de 

tal manera que muy probablemente para los linfocitos B no sea tan importante la 

influencia y por tanto la conexién con el sistema nervioso como lo es para los T. 

Otros estudios realizados en nuestro  laboratorio demostraron una_ significativa 

disminucién de la respuesta humoral contra un antigeno proteico heterdlogo en ratas con 

LTME (Ibarra 2000). En este caso estamos hablando en realidad de una funcién B que es 

absolutamente dependiente de la funcidn T, por tanto dicha alteracion podria explicarse 

como el resultado de una mala funcién T y no necesariamente por alteracién en ja 

actividad B. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, sugieren que la LTME tiene efecto 

directo sobre ja funcion de los linfocitos T, pero no sobre la funcién de los linfocitos B. 

Asi mismo sugiere que la localizacién, la intensidad y fase de evolucin de Ja lesion son 

factores que influyen sobre la proliferacién de los linfocitos T. Estos resultados pueden 

ser de gran utilidad para conocer en mejor forma los efectos que ja LTME origina y que 

se relacionan directamente con la evolucién y pronostico del paciente lesionado. 

 



  

CONCLUSIONES 

1. La lesion traumatica de fa médula espinal no tiene ningtin efecto sobre la produccién 

basal de inmunoglobulinas por parte del linfocito B. 

2. La lesién traumatica de la médula espinal origina una disminucién en ta funcién de los 

linfocitos T. 

3. La funcién de los linfocitos T se encuentra mas disminuida cuando la lesién es de 

localizacion mas cefalica y de intensidad severa. 

4. La proliferacién de fos linfocitos T es menor durante las fases aguda y subaguda, en 

comparacién con ta fase crénica de la lesion traumatica de la médula espinal. 

PERSPECTIVAS 

1. Debera evaluarse la respuesta especifica de los linfocitos T y la respuesta inespecifica 

y especifica de los linfocitos B después de una lesién de la médula espinal. 

2. Sera importante determinar cuales son los mecanismos por medio de los cuales se ve 

afectada la funcion de los linfocitos T después de una lesién en la médula espinal. 

3. Se debera demostrar si el sistema nervioso tiene una menor influencia sobre la funcién 

de las células inmunes almacenadas en bazo. 
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APENDICE 

MATERIAL 

Lesi6n traumatica de fa médula espinal 

Bisturi 

Cilindro de acero de 15g 

Gubia 

Pinza de dientes de ratén 

Pinza AA 

Pinza 2a 

Pinza 0 

Tijeras 

Proliferacion celular 

Cajas de petri estérites (Costar) 

Camara de Neubauer 

Filtro de fibra de vidrio 

Gradilla 

Jeringa para insulina 

Mallas de tela estériles 

Pipeta automatica de 20, 200 y 1000 pl (Costar) 

Pipetas graduadas estériles de 1, 5 y 10 mL (Costar) 

Pipetor automatico (pipet aid Drummon) 

Puntas estériles 

Placas de 96 pozos para cultivo celular (Costar) 

Tubos conicos estériles de 15 y 50 mL (Costar) 

Viales para centelleo 

Electroforesis 

Aplicador Sepratek-8 Mod, 51158 Gelman Sciences 

Capilares 

Membrana Sepraphore III 5.7 X 12.7 cm Helena Laboratories 

Tubos eppendorf 
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EQUIPO 

Lesi6n traumética de la médula espinal 

Aparato estereotaxico 

Microscopio quiruirgico 

Proliferacién celular 

Centrifuga 

Cosechador de células (Skatron instruments) 

Contador de radiactividad (B Beckman L5 6000 TA) 

Incubadora de CO2 

Microscopio invertido 

Microscopio déptico 

Electroforesis 

Camara Sepratek Mod. 51156 Gelman Sciences 

Densitémetro (software Syngene Gene Tool Synoptics. Ltd 1998) 

Pistola de aire 

REACTIVOS 

Lesién traumatica de Ja médula espinal 

Clorhidrato de Xilazina 

Isodine 

Ketamina 

Proliferacién celular 

Acido clorhidrico (Sigma) 

Acido etilendiaminatetracetico (EDTA, Sigma) 

Agente antiPPLO 100X, preparado con 6 mg de tilosina/mL en 0.85% de solucién salina 

(GibcoBRL) 

Agente Hepes ( acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2 etanosulfonico (GibcoBRL) 

Azul de tripano (Sigma) 

Bicarbonato de potasio (Sigma) 

Bicarbonato de sodio para cultivo celular (GibcoBRL) 

Cloruro de amonio (Sigma) 

Concanavalina A de Canavalia ensiformis tipo 1V(Sigma) 

52



Hidréxido de sodio (Sigma) 

L-Glutamina 200mM, 100 X (GibcoBRL) 

Liquido de centelleo (Aquasol, Sigma corp) 

Medio de cultivo RPMI 1640 en polvo (GibcoBRL) 

2-Mercaptoetanol 5.5x 10-2 en D-PBS, 1000X (GibcoBRL) 

Piruvato de sodio para cultivo celular (GibcoBRL) 

Solucién de aminoacidos no esenciales 10 mM, 100X(GibcoBRL) 

Solucién de penicilina-estreptomicina 10,000U1/10,000 y.g/mL(GibcoBRL) 

Suero fetal bovino libre de Acido (Hyclone) 

Timidina tritiada (5 mCi/S mL de Amersham pharmacia biotech, actividad especifica 25 

Ci/mmol 185 MBq} 

Electroforesis 

Acido acético (Sigma) 

Acido 5,5-dietilbarbiturico (Sigma) 

Acido tricloroacético (Sigma) 

Amortiguador electra HR, Helena laboratories 

5,5-dietilbarbiturato de sodio (Sigma) 

Rojo de ponceau (Sigma) 

Solucion aclaradora (40% v/v N-metilpirrolidona ) Sepra clear II Helena laboratories 

Timerosal (Merthiolate, Sigma) 

PREPARACION DE SOLUCIONES 

Proliferacién celular 

AZUL DE TRIPANO 0.4%: Se pesaron 0.2 g del colorante y se aforé a 50 mL con agua 

destilada. Se filtré y almaceno a temperatura ambiente. 

CONCANAVALINA A 10 pg/mL: Se prepard una solucién stock que contenia 1 mg de 

ConA/mL de RPMic, de la cual se tomaron 200 pl y se mezclaron con 800 pL de RPMIc 

Para tener una concentracién de 200 pg/mL. Se tomaron 500 pLde esta solucién y se 

mezclaron con 4500 pl de RPMIc (concentracién final de 20 pg/mL). Se esterilizd 

pasando la soluci6n a través de un filtro millipore de poro 0.22 um. 
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MEDIO DE CULTIVO RPMI: se mezclo 10.4 g de medio RPMI 1640 en polvo, 10 ml de la 

soluci6n de penicilina-estreptomicina, 10 mL del agente antiPPLO, 10 mL de L-glutamina, 

2g del agente Hepes y 0.2 g de piruvato de sodio, todo se llevé a 900 mL con agua 

destilada. Los reactivos se disolvieron con agitacién constante por aproximadamente 10 

minutos, se ajusté el pH a 6.8 y el volumen se acompleté a 1000 mL. Bajo condiciones 

de esterilidad el medio de cultivo se filtré por vacio a través de un filtro millipore (poro 0.22 

pm). 

NOTA: Si el medio de cultivo, no se consumié en el mes siguiente a su preparacién, fue 

necesario volver a adicionar las mismas cantidades de t-glutamina y aminoacidos no 

esenciales, asi como volver a filtrar para esterilizar. 

RPMI COMPLEMENTADO: se mezcié 20 mL de SFB y 80 mL de RPMI. 

SOLUCION DE LISIS: Se pesaron 1.652 g de NHACI, 0.2 g de KHCO3 y 0.0074 g de 

EDTA. Se mezclaron con agua destilada a un volumen final de 200 mL. Se esterilizo por 

vacio con ayuda de un filtro millipore 0.22 um de diamétro. 

NOTA: Esta solucién se utilizé el mismo dia de cada ensayo e inmediatamente después 

de su preparacién. 

TIMIDINA TRITIADA 1 pCi/20 wl: Se tomé 1 mL de T-H3 (1 mCi/ml) y se diluyé con 19 

mL de RPMI, obteniendo finalmente una concentracion de 1 mCi/20 mL. 

Electroforesis 

ACIDO ACETICO AL. 5% v/v: En un matraz volumétrico se adicionaron 5 mL de acido 

acético y se acompleté el volumen a 100 mL con agua destilada. 

ACIDO TRICLOROACETICO AL 7.5%: Se pesaron 7.5 g de TCA y se disolvié en 100 mL 

de agua destilada. 

ROJO DE PONCEAU AL 5% EN TCA: Se pesaron 5 g de rojo de ponceau y se aforéd a 

100 mL con la solucién de TCA al 7.5 %. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE B8ARBITAL pH 8.6: Solucién A, se pesé 12 g de 

barbiturato de sodio y se disolvieron en 800 mL de agua destilada. Solucién B, se pesd 
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4.4 g del acido barbiturico y se disolvid con 150 mL de agua destilada a 95°C. Se 

mezclaron tos 800 mL de la solucién a y los 150 ml de la sotucién B y se ajusté el pH a 

8.6 con NaOH. Finalmente se agregaron 0.15 g de merthiolate como conservador y el 

volumen se ajusté a 1000 mL. 

TIMEROSAL: Se pesaron 0.026 g de timerosal y se disolvieron con 100 mL de solucién 

fisioldgica (0.26 pg/ pL 6 5.2 19/20 pL). Se almacené en refrigeracion protegido de Ia luz. 

NOTA: Por cada 500 ul de suero se adiciond 20 pl de la solucién conservadora de 

timerosal, para tener una concentracién final de 5.2 yg en 520 pL (1 g/100 pL), es decir, 

0.01% de timerosal en suero. 
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GLOSARIO 

Ab. ..Anticuerpo (del ingles antibody)    

      

..Receptor del linfocito B 

Molécula de adhesion celular 

Concanavalina A 

CPA, weer eeeteeeeeeeed Célula presentadora de antigeno 

  

.._Diacilglicerol 

Acido desoxirribonucleico 

..nmunoglobulina 

Ve ecccsecceseeeeeeteereeaeee Interleuquina 

NPS. oe eect eres Trifosfato de inositol 

ITU. cece eeetee Infecciones del tracto urinario 

LPS. oo eee Lipopolisacarido 

..Lesién traumatica de !a médula espinal 

Microcurie 

   
Milicurie 

Complejo principal de histocompatibilidad (del ingles Major 

Histocompatibility complex) 

NAL. eee esreteeeee Noradrenérgica 

NK, occ cece Natura! Killer 

POY. . oececceeteees Fosfolipasa C gama-1 

PHA. ...Fitohemaglutinina 
  

.Potmorfonuclear 

..Procedimiento quirurgico 

buses sucesessnceeeateteeseess Reticulo endoplasmico 

.. Revoluciones por minuto 

  

RPMI complementado 

SEB. oie eects Suero feta! bovino 

SI... 

SN... 

SNA. 

SNC. coc Sistema nervioso central 

Sistema Inmunolégico 
  

Sistema nervioso 

  

Sistema nervioso aut6nomo 
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SNP. occ Sistema nervioso periférico 

TAL cesceeccssceesereeeee FeMperatura ambiente 

TOA cece ccsteteeee teens Acido tricloroacético 

TOR, veeeccctcteeeteneeee Receptor del linfocito T 
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