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RESUMEN

El presente trabajo probé el efecto de donadores / precursores de oxido
nitrico (ON), en la hemodinamica de ratas con contusién medular y sclos o
combinados con antioxidantes (AOX) en la lipoperoxidacién (LP) de la
médula espinal (ME). El precursor fue el Dinitrato de isosorbide (ISO) y el
donador la L-arginina (ARG). Los AOX: la MnTBAP, mimético de la
superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y el gama-glutamilcisteina etil
ester (GSHE). En el anélisis de la hemodinamica, la ARG (300 mg/kg/mi) y el
ISO (5, 10 ug/kg/min) provocaron cambios menores a 5% en la presion
arterial media, y el ISO (50 ug/kg/min.) su caida (p< 0.05). La frecuencia
cardiaca disminuyo (p< 0.05) con el ISO (10 y 50ug/kg/min). Para determinar
la LP: en ratas Long-Envans, bajo anestesia, se traumatizo la ME en T5-T6.
Los grupos se trataron como sigue: 1) ISO (10 pg/kg/por minuto); 2) ARG
(300mg/kg/23hrs); 3) SOD (12 mg/kg); 4) CAT 27000 (U/kg); 5) GSHE (12
mg/kg); 6) AOX (SOD + CAT + GSHE); 7) ISO + AOX; 8) ARG + AOX; 9)
Metilprednisolona (MP) 30mg/kg; 10) lesion sin tratamiento (LES) y 11)
laminectomia sin lesién y sin tratamiento (SL). A las 24 horas se tomaron y
procesaron muestras de ME afectada. Los resultados demostraron
incremento de la LP en los grupos ISO y ARG, sin existir diferencia con el
grupo LES. Cuando se afadieron los AOX, la LP se redujo (p<0.05), aunque
en el grupo ARG/AOX se mantuvo (p<0.05), comparandolo con el grupo AOX
y SL. La administracion endovenosa de ISO y de ARG no altero la
hemodinamica significativamente y es posible emplear ON suplementario,
favoreciendo la irrigacion en el sitio de lesién medular postraumatismo, sin
embargo su administracion se debe realizar en conjunto con AOX como los
probados aqui, para prevenir mayor dafio oxidativo.
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LIPID PEROXIDATION IN INJURED SPINAL CORD OF RATS AFTER
EXOGENOUS NITRIC OXIDE AND ANTIOXIDANTS

ABSTRACT

To determine the extent to which exogenous nitric oxide (NO) might affect
hemodynamics and/or increase oxidative damage after acute spinal cord (SC)
injury, rats were submitted to SC contusion, and given a NO donor or precursor
Isosorbide dinitrate (10 pg/kg/min) or L-arginine (300 mg/kg/23h) increased slightly
lipid peroxidation (LP) measured at the site of injury at levels above those
observed in non-treated injured rats 24 h post-injury, without affecting
hemodynamic parameters importantly. Under these conditions LP was inhibited
using a cocktail of antioxidants (superoxide dismutase mimetic, catalase and
glutathione). In conclusion, low concentrations of exogenous NO do not affect
hemodynamics of SC-contused rats, and their effect on SC LP is effectively

blocked by administering antioxidants.

Key words: spinal cord injury, NO donors, oxidative damage, MnTBAP, catalase,
glutathione, arterial pressure, heart rate.
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Abstract

To determine the extent to which exogenous nitric oxide {NO) might affect hemodynamics and/or increase oxidative
cdamage after acute spinal cord (SC) injury, rats were submitted to SC contusion, and-given a NO donor or NO precursor.
Intravenous isosarbide dinitrate (10 ng/kg per min} or L-arginine (300 mg/kg per 23 h) showed a tendency lo increase lipid
peroxidation {LP), although without reaching significance compared to non-treated injured rats 24 h post-injury, and
without affecting mean arterial pressure and heartrate importantly. LP due to injury and exogenous NO was significantly
inhibited by the co-administration of a cocktail of antioxidants (12 mg/kg supéeroxide dismutase mimatic, 27 000 U/kg
catalase, and 12 mg/kg glutathione), but less effectively for the injury-L-arginine condition. These results demonstrate
that in order to further test the potential neuroprotective effect of NO enhancing reagents after SC injury, antioxidants
must be included in the treatment scheme. © 2002 Published by Elsevier Science Ireland Ltd.

Keywords: Spinal cord injury; Nitric oxide donom Oxldanvn damage, Mn(lll)latrakls(d benzoic ncud) porphyrm chlurlde, Catalnse.'

Glutathione; Arterial pressure; Heart rate

Aside from its well-known action as a ncurotoxin, nitric
axide (NO) has also been described as a ncuroprotectant. It
appears that this duality depends on the concentration of
NO. its source, redox state, and its concurrence with other
molccules [9,12,19]. Oxygen/nitrogen  radical-mediated
oxidation is & major mechanism of post-traumatic ncurode-
generation. Immediately following spinal cord (SC) injury,
an oxidative process begins with the rise of superoxide
anjons [12]. hydrogen peroxide [11), and NO [10] that
involves oxidative damage (o imporiant cellular compo-
nents including proteins. nucleic acids, and lipids [8]. The
destructive  potential of these frec radicals is  further
enhanced by the fact that increases in endogenous antiox-
idants, occur late after SC injury, if at all. For cxample. the
activity of catalase and the levels of glutathione increasc 24

* Corresponding author, Tel.:
5573-5545.
E-mail address: gulmrg@prodlgv nat.mx {G. Guizar Saha-
qun).

+52.65-6573-0029; fax: 52-55-

0304-3940/02/% - sea front matter © 2002 Puhlished bv Elsevier Science Ireland Ltd.

Pil; S0304-3940(02)00716-4

I post-injury, while cndogcnous supcroxide (hsmul.nc
(SOD) enzyme activity remains unchanged {2}

NO produced by NO donors, such as isosorbide dinitratc
(ISDN) or the NO precursor (L-arginine) has been shown to
be a ncuroprotectant as it improves blood flow to injurcd
ncural tissuc and thereby reduces the risk of ischeria
[4.15,18}, and diminishes cxcitotoxicity by inactivating V-
mcthyl-p-aspartate receptors via protein nitrosilation [9].
Before testing their protective role in rats after SC injury,
in the present study we determined the extent to which
ISDN uand r-arginine might affect hemodynamics and/or
increasc oxidative damage (incasured as lipid peroxidation,
LP} at the sitc of SC injury, and the cffectivencess of a cock-
tail of antioxidants to block injury and NO induced oxida-
tion.

The Animal Carc and Use Committee of our Institution
approved this study, and animals werc handled in compli-
ance with the cthical guidelines of our Institution which arc

similar to NIH standards. Adult male Long Evans rals
weighing 250-300 g were housed in a temperaturc-regu-
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lated animal facility and kept on a 12 b light/dark cycle with
free aceess to food and water. For the surgical procedures.
and sacrifice. animals were anesthictized with a mixture of
ketamine (50 mg/kg) and xylazine (9 mg/kg) iam.

While in the pronc position a lamincclomy was
perfonmed aseptically at T5-T6 to cxposc the dorsal aspect
of the SC. Then, with the rats placed in a stercotactic device,
a contusion was produced by dropping on the exposed dura,
a stainless steel rod with a flat tip of 1.7 mm in diameter,
weighing 15 g, from a height of 6 em through a guide tube.
The injury was produced with an intensity of 90 g/em.

The influence of ISDN and t-arginine on mean arterial
blood pressure (MABP) and heart rate (FHR) of SC-injured
rats was determined using five experimental groups of rats
(1 = ). For MABP recardings. the lelt femoral artery was
dissccted, catheterized and connected to a pressurc transdu-
cer (31D, Gould Statham, CA, USA) linked to a poly-
graph (Grass Instruments, Quincy, MA, USA). HR was
determined electronically from the upstroke of the arterial
pulse pressure using a Grass modcel 7P4F tachograph. Body
temperature was kept at 37°C. MABP and HR were allowed
to stabilize for 30 min before lamincctomy, and then SC
injury was performed. ISDN, t-arginine or vehicle (saline
solution) infusions were given i.v., beginning 30 min afler
fnjury and Iasting 60 min. ISDN, was given at a dosc of 5, 10
and SO pg/kg per ming L-arginine was given i.v. continy-
ously as a single dose of 100 mg/kg in the course of 20 min,
followed by the vehicle for another 40 min. Al rats reccived
the same volume of fluids. MABP and HR were continu-
ously monitored from the moment of SC injury and for the
length of the infusion period, after which rats were sacri-
ficed with an overdose of the anesthetic. Differences (8)
hetween the hasal recordings taken at the start of the infu-
sion of the NO enhancing reagents (30 min after injury) and
the recordings taken every 10 min for 60 min, were assessed
using  the Repeated  Measures  analysis  of  variance
(ANOVA) test followed by the Dunnctt test comparing
the experimental versus the control groups.

Table 1

LP was measured in SC specimens obtained from the site
of lesion of groups of SC-injured rats (n == G6) subjected 1o
various experimental conditions: lreatment with antioxi-
dants [catalase rom Aspergillus niger, glutathione-mono-
cthyl ester reduced form (GSHE), or the SOD mimetic,
Mn(lIDtetrakis(4-benzoic acid) porphyrin chloride
(MnTBAP)] given alone or all threc mixed (MIX), as well
as trecatment with ISDN or rL-arginine given alone or
combined with MIX: sham-injured rats (laminectomized
only) and SC-injured rats without treatment or treated
with mecthylprednisolone (MP, the standard treatment for
SC injury) werc the controls (details in Table 1). The
concentrations of ISDN and L-arginine were chosen so as
not to alfect cardiovascular paramciers of the SC-injured
rats importantly. Reagents and fluids werc administered
i.v. (using a KD Scientific 100 syringe pump) or i.p.
Reagents were solubilized in 1.2 ml of a saline solution
for bolus administration given 30 min after SC injury in
the course of 40 min, and in 10 mt of a 5% glucosce/salinc
solution administered continuously over the period of 23 h
post-injury. At the end of the administration of the reagents,
animals were perfuscd transcardially with a cold saline solu-
tion, and 1 cm-long SC specimens from the site of injury
were removed, freed of meninges, weighed, and processed
for LP mcasurcments, according to Triggs and Willmore
[17], with minor modifications. Bric{ly, tissues werc homo-
genized in 3 m! of a cold saline solulion. One ! of the
homogenate was then mixed with 4 mt of a 2:1 v/v mixture
of chloroform-methano! and vortexed for 1 min. The
mixture was then placed on ice for 30 min to allow the
phases to separate. The upper phase was discarded and 2
ml of the chloroform laycr were cleared by adding 0.2 mt of
methannl and uscd for fluorescence measurements using a
Perkin-Elmer LS50B luminescence spectrophotometer at
370 nm (excitation) and 430 nm (emission). Fluorescence
was expressed as fluorescence units per gram tissue. Dupli-
cate samples were run for cach SC specimen. At the start of
cuch run, Lthe sensitivity of the spectrophotometer was tested

Dazns and schedules of drug administration for the lipid peroxidation study®

Group Total dose Bolus i.v. Infusion Lv, Bolus i.p.

INJ/ISDN 13.8 mg/kg SS 10 ng/kg per min/23 h

INJ/L-arginine 300 mgrkg 100 mg/kg 200 mg/kg per 23 h

INJ/MNTBAP 12 mg/kg 3 mg/kg 9 mg/kg per 23 h 7 O

tNJ/Catalase 27 000 U/kg 9000 U/kg S8SG T R . 8000 U/kg 4 and
REEERTREE i1 20 h post-injury

INJ/GSHE 12 mgikg 4 mgikg 8 mgl/kg per 23 h DU e

INJ/MIX As noted above } . g

INJ/ISDN + MIX As noted above

INJ/L-arginine + MIX As noted above

INJ/MP 154.2 mg/kg 30 mg/kg 5.4 mg/kg per h/23 h

1IN SS SSG

Sham-injured SS SSG

* INJ, spinal cord injury; ISDN, isosorbide dinitrate; MnTBAP, superoxide dismutase mimetic; GSHE, glutathione ester; MIX, combira-
tion of MnTBAP, catalase and GSHE; MP, mathylprednisclone; SS, saline solution; and SSG, SS + 5% glucose.
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using a freshly preparcd quinine standard solution (1 pg/mi)
exhibiting a fluorescence of approximately 330 units. LP
data were analyzed using the onc-way ANOVA followed
by Bonferroni’s test comparing all groups among cach
other. The level of significance was set at P < 0.05.
Before injury, all rats exhibited o constant MABP of
86.5 *+ 141 standard crror mmHg, and a HR of
196.8 = 3.93 heats/min. For the first 20 min after injury,
rats showed significant changes in both parameters, as
previously deseribed (3], but retumed to basal values 30
min  post-injury  (MABP 84,1 2,11, and for HR
I83 = 4.92). Comparcd to these values., & variations of
MABP and HR were recorded for rats given L-arginine
(100 mg/kg) or ISDN (5, 10 or 50 pg/kg per min), and are
plotted in Figs. 1A.B, respectively. t-arginine and the two
tower doses oF ISDNM resulted in changes in MABP that were

Lo T U T T T 1
30 40 50 60 70 80 90

Time after injury (min)

—®&— Saline Solution —*— ISDN 5 ng/kg/min
—a— L-arg 100 mg/kg —*— ISDN 10 ng/kg/min
) —e&— ISDN 50 pg/kg/min

Fig. 1. Hemodynamic changes in rats after SC contusion and
treatment with NO enhancing reagents. Differences (4) for
mean arterial blood pressure (A); and heart rate {B) were plotted
every 10 min with respact to the basal recordings taken 30 min
post-injury, at the beginning of the administration of isosorbide
dinitrate {ISDN) and t-arginine (L-arg). Data are oxpressed as the
mean + GE. Statistical significance (*, P -= 0.05).

not greater than 4 mmlig (lcss than 5%). while the highest
dosc produced a fall of approximately 11 mmbig
(7 < 0.005). ISDN at doses of 10 or 50 pg/kg per min
produced a drop in HR of approximately 10 beats/min
(not greater than 6%) which was, however, significantly
differcnt from the control group (P < 0.05).

LP values from non-trcated SC-injured rats were
compared to those from sham-injured rats, and from rats
given antioxidants alone or combined, as well as to those
from rats treated with MP. The greatest level of LP was
obscrved in the specimens from the non-treated injured
rats (Fig. 2). Comparable levels of LP were scen in the
specimens from the sham-injured group and the rats given
catalase, GSHE, and MIX. Although not statistically signif-
icant, SC specimens from rats treated with MP and
MnTBAP showed slightly higher LP values than the speci-
ens from the sham-injured group. LP values from the
sham-injurcd group and from all other treated rats were
significantly different (P < 0.05) from the non-treated SC-
injured group (Fig. 2).

As shown in Fig. 3, ISDN and L-arginine treated rats after
SC injury had a tendency to show increcased LP levels as
compared to the non-treated injured animals, although with-
out reaching significance. MIX given together with ISDN
and L-arginine reduced LP levels significantly (P < 0.05),
although the levels of LP in the L-arginine/MIX treated rats
remained  significantly higher (P << 0.05) than  those
observed in the sham-injured and MIX-treated groups.

Despitc recent therapeutic advances, there is still no
cffective treatment to prevent secondary autodestructive
processes that occur after a traumatic injury to the SC,
such as glutamate excitotoxicity, calcium overload, oxida-
tive stress, and ischemia, all of which are mechanisins that

140+

1104

@
o
L

Fluorescence units / mg tissue
o X
o
1

[3]
Q

Fig. 2. Lipid peroxidation in injured SC tissue: effect of antioxi-
dants alone or combined. Sham-injured (shany-INJ), non-treated
injured (INJ), injured plus catalase, glutathione (GSHE), super-
oxide dismutase mimetic (MnTBAP), antioxidant cocktail (MIX),
and methylprednisolone (MP). INJ was significantly different
from all other groups (*, P < 0.05). Boxes represent the distribu-
tion of the data extending from the 25th to the 75th percentilgs;
the fine is drawn at the median; whiskers represent the highest
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Fig. 3. Lipid peroxidation in injured SC tissue: effect of NO
enhancing reagents and antioxidants. Sham-injured (sham-
INJ}), non-treated injured {INJ), injured plus isosorbide dinitrate
(ISDM), t-arginine, ISDN + antioxidant cocktail, {(ISDN + MIX), t-
arginine + MIX, and MIX. Statistical significance (*, P < 0.05}
for INJ, ISDN, and t-arginine as compared to the other four
qroups. For t-arginine + MIX significance (*"*, P < 0.05)
compared with Sham-INJ and MIX.

have been related to ncuronal dysfunction and death [1].
Amaong the various drugs that appear to have a neuropro-
tective clTect is an unlikely candidate, namely NO. Despite
the fact that NO is known morc for its ncurotoxicity in the
oxidized cavironment of the injured SC by forming perox-
vnitrite [10]. a powerful oxidant, and considering the
attemipts that have been made to block NO production on
the grounds of its toxicity [6], NO has alse been recognized
as a potential ncuroprotectant in the damaged central
nervous system. NO enhancing reagents have been shown
to lead to functional improvement in models of cerebral
ischemia |15, 18] and cortical trauma [4]. Tt has been postu-
tated that the beneficial clTeet(s) of NO might be attributed
Lo jls capacity to improve microvascular blood flow [4,18],
its ability to protect against cellular damage by reactive
oxygen species [ 19], to block excitotoxicity [9,15], and inhi-
bit apomtosis [13].

To our knowledge, NO has nat been tested as a neuro-
protectant after SC injury. With this aim in mind we eval-
uated the oxidative potential of doscs of NO supplements
that might afTord necuroprotection, and determined the anti-
oxidant conditions nceded to counteract the toxic reactive
specics they form. With the purpose of increasing systemic
NQO in rats with contused SC, we treated them either with the
NO-precursor (L-arginine) or a NO-donor (ISDN). Taking
into account its cffcct as a powerflul vasodilator [ 14], doses
of the NO enhancing rcagents uscd were chosen so as to
produce a risc in NQ that would not alter MABP or HR of
the SC damaged animals importantly (Figs. 1A.B, respec-
tively). Under these conditions, the extent of the oxidative
damage produced by NO cnhincing rcagents above that
produced hy the contusion itsell was blocked effectively
by the administration of MIX. Even though catalase and
GSHE alone were equally cffective compared to MIX in
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reducing LLP after SC injury, MIX was choscn lo ensure
the inhibition of the most relevant pathways of reactive
oxygen/nitrogen specics praduction, and thereby to reduce
maximally the potential risk for increascd oxidative damage
in the presence of NO enhancing reagenls.

The three antioxidants alone or combined, tested here to
inhibit L.P, were as good if not better than MP, the standard
treatiment for acute SC injury. In fact, similar antioxidants
have been used successlully inthe treatment of other models
of SC lesion [5.7,16]. It is clear that controlling oxidative
damagc is a major concern after trauma to the SC.

In conclusion, the abscnee ol important hemodynamic
changes in rats with SC injury given NO ecnhancing
reagents, and the efTectiveness of the antioxidant conditions
we have described herein, to block the oxidative damage
produccd by the injury per se, as well as by the treatment
with cxogenous NO, cnabling us now to test the ncuropro-
tective effect of NO after trauma to the SC, under conditions
of cantrolled LP.
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INTRODUCCION

El traumatismo a la médula espinal (ME) produce dano primario al tejido nervioso y
a los vasos sanguineos, el cual es inmediato e irreversible.” A partir de este
momento ocurren eventos que son el resultado de mecanismos autodestructivos
que conforman lo que se conoce como lesién secundaria y que puede convertir a
una lesién originalmente incompleta en una lesibn completa. Las secuelas
resultantes son severas y en muchas ocasiones, permanentes. La semiologia
asociada a la pérdida de la funcionalidad de la ME se manifiesta a partir del sitio de
lesion hacia la parte distal del cuerpo del individuo afectado e incluye: paresia o
paralisis, pérdida de la sensibilidad y alteraciones en multiples funciones que
dependen del sistema nervioso auténomo.

Las repercusiones que la lesién a la ME ocasiona en el ambito personal, familiar,
social y laboral son devastadoras, alin mas si se toman en cuenta que la poblacién
mas afectada es la de individuos jovenes en plena etapa formativa o productiva.
En los Estados Unidos de América se sabe que la incidencia de la lesion
traumatica de la ME es de 13 a 33 individuos afectados por millén de habitantes
por afo; si se toma en cuenta gue la esperanza de vida se ha incrementado, es
razonable un incremento en la prevalencia y se espera que ésta sea de 11 a 70
individuos afectados por cada 100,000 personas.?

En México no se cuenta con estudios al respecto, sin embargo, basados en las
cifras publicadas en los Estados Unidos y tomando en cuenta a una poblacion de
100 millones de habitantes, se calcula una incidencia entre 1300 y 3300 de nuevos

casos por ano.

También en los Estados Unidos de América se estimd que el costo de por vida
para una persona representativa con paraplejia completa, iniciada a la edad de 33
afios es de $500,000 ddlares por concepto de hospitalizaciones, modificaciones a
la casa, medicamentos, aditamentos para suplir limitaciones y costo de otros
servicios incluyendo ayudantes, mientras que para una persona con cuadriplejia
iniciada a la edad de 27 afios es de 1 millén de ddlares 3
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A pesar de los avances terapéuticos en el tratamiento del traumatismo agudo de la
ME, aln no existe uno realmente efectivo, por lo que esta patologia sigue siendo
un problema de salud con costos emocionales y econémicos inaceptablemente
altos.

En la mayoria de los casos de traumatismo a la ME, el tratamiento a instituir es
controversial, siendo hasta ahora la piedra angular, el empleo del succinato sédico
de metil prednisolona (MP).* Actualmente, una linea de investigacién, esta
enfocada al desarrollo de medidas neuroprotectoras para disminuir el proceso de
lesién secundaria, con el objeto de obtener una mejor evoluciéon funcional después
de lesiones traumaticas del SNC. Hasta el momento se ha considerado a la MP
como el estandar clinico de terapia para este tipo de lesion, sobre la base de su
efecto antioxidante, capaz de inhibir parcialmente l!a lipoperoxidacién (LP)
secundaria a neurotrauma. Sin embargo se ha considerado que el beneficio clinico
de la MP en sujetos con traumatismo meduiar agudo puede no justificar los riesgos
involucrados en su uso, ya que deprime la respuesta inmune, incrementa la
incidencia y gravedad de infecciones y aumenta el riesgo de otras complicaciones
(retardo en la cicatrizacién, neumonia, sangrado gastrointestinal, necrosis
avascular de la cabeza del fémur, mayor tiempo de estadia intra hospitalaria, etc.,
lo que repercute en mayor costo de hospitalizacién y en algunos casos pone en
peligro la vida.’ Adicionalmente se ha encontrado que el tratamiento con
megadosis de MP en ratas sometidas a contusién medular, bloquea parcialmente
los mecanismos endégenos de reparacion, incluyendo la plasticidad postraumatica.
Por lo anterior la busqueda de farmacos alternativos que brinden los beneficios de
la MP pero sin los efectos adversos ya sefalados, representa una amplia area de
investigacion.

Se ha demostrado que el empleo de agentes que inhiban o modulen la LP,
favorece la recuperacion funcional nerviosa en modelos de dafio al SNC° La
observacion de que la LP contribuye a la muerte celular indica que el estrés
oxidativo debe de ser un objetivo para la intervencion farmacolégica en el intento
de bloquear ias fases secundarias de la neurodegeneracién y asi reducir el déficit
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neurolégico secundario al traumatismo medular.” Al minimizar el estrés oxidativo se
disminuye la respuesta inflamatoria ya que el estrés activa gran cantidad de
mecanismos pro inflamatorios. Por lo que la administracion de antioxidantes (AOX)
como la super 6xido dismutasa (SOD),catalasa (CAT) y el gama-glutamilcisteina
etil ester (GSHE) al disminuir la oxidacion favorecen la preservacion de tejido. Esto
ultimo es de valor particular en el SNC ya que presenta bajas concentraciones de
CAT y glutation (GLU), 8 y aun mas, por que la respuesta natura! en la formacién
de estos AOX se ve hasta las 24 horas, mientras que la sintesis de radicales se
incrementa en los primeros momentos postraumatismo.®

El objetivo del presente trabajo es probar el impacto de donadores / precursores
del éxido nitrico (ON) y de algunos AOX solos o combinados en el control de la LP
en un modelo experimental de ME traumatizada en ratas. Aunque no existe
informacién del uso de los donadores / precursores de ON como neuroprotectores
en traumatismo a la ME, su empleo puede ser benéfico en razén de su capacidad
vasodilatadora que en consecuencia mejore el flujo sanguineo en las zonas de
isquemia postraumatica'® '' ademas de la posibilidad de disminuir la fase de
excitotoxicidad al inactivar a los receptores NMDA por medio de la nitrosilacion de
las proteinas. El riesgo de emplear donadores / precursores de ON solos en la ME
traumatizada radica en el posible incremento del dafio ocasionado por el estrés
oxidativo. Por lo anterior en este trabajo se probé el impacto en la LP de los
donadores / precursores de ON solos o combinados con diferentes AOX en razén
de su posible capacidad de modificar positivamente el proceso de LP.

Debido a la capacidad de los donadores / precursores de ON de alterar los
parametros cardiovasculares, se realizd una serie de trabajos preliminares para
evaluar su efecto dependiente de la dosis en la PAM y en la FC en ratas sometidas
a traumatismo de la ME.

CONSIDERACIONES ANATOMICAS
La ME es la continuacién del bulbo raquideo, se encuentra dentro del canal
vertebral, con gran espacio en la columna cervical y ligeramente mas ajustada en
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la zona toracolumbar. Se extiende desde e! limite caudal del tallo cerebral (en el

foramen magnum) hasta su terminacién caudal en el conus medulfaris.'> 1> 141516

Meninges

Las meninges rodean al SNC, de la mas externa a la mas interna son la
duramadre, la aracnoides y la piamadre; tienen tres funciones principales:
proteccién, soporte y nutricion. La duramadre es un tejido fibroso separado del
periostio y compuesto en su mayor parte por fibras de coldgena. Caudalmente la
dura rodea intimamente al filum terminale.”® '® Internamente a la duramadre y
unida a ella, se encuentra la aracnoides constituida por finas fibras de colagena y
fibras elasticas colocadas alternadamente. El espacio virtual entre las dos
membranas recibe el nombre de espacio subdural; el término de aracnoides hace
referencia al aspecto de tela de arafia de la estructura travecular que une a la
aracnoides con la meninge mas interna, la piamadre.’ Entre la piamadre y la
aracnoides existe el espacio subaracnoideo, el cual contiene al fluido
cerebroespinal. La piamadre constituida por de fibras de colagena, recubre y se

adhiere intimamente a la médula espinal y raices nerviosas. ' 1% 14

Médula espinal

La ME esta compuesta por la materia gris central y la materia blanca periférica, su
relacion es aproximadamente de 5:1 similar a la que se presenta en el cerebro. En
un corte transversal la materia gris formada por neuronas, fibras no mielinisadas,
neuroglia y capilares caracteristicamente tiene forma de “mariposa” o de H,
observando esto, se pueden determinar las astas dorsales (sensorias), las astas
ventrales (motoras) y la delgada parte media que rodea al canal central.

La materia blanca rodea por completo a la materia gris y es blanca debido a que
tiene predominantemente fibras mielinisadas. * > 4 1¢

La ME no es uniformemente cilindrica en toda su longitud, ya que se ensancha en
las intumescencias cervical y lumbar. En estos segmentos las astas ventrales de la

materia gris contienen los cuerpos de las neuronas motoras bajas (NMB), dando
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origen al plexo braquial y al plexo lumbosacro.'? ' 3 Estos ensanchamientos no son
obvios y la ME apenas incrementa su tamafio en 2 mm en cada intumescencia.*®
Los axones de las NMB salen de la médula a través de las raices ventrales para
formar los nervios espinales y terminar en sus blancos musculares. Las neuronas
motoras altas (NMA) tienen sus cuerpos neuronales en el cerebro, sus axones
forman los tractos medulares descendentes.’”

Tractos ascendentes

La informacidén sensoria es llevada desde la periferia al SNC a través de los
axones sensorios. Los cuerpos celulares de estos se encuentran en el ganglio
espinal. Sus proyecciones ascienden por la ME hasta el cerebro, estas fibras son
grandes y altamente mielinisadas. La informaciéon de los miembros pélvicos se
transmite por medio del fasciculo gracilis y la de los miembros toracicos por el
fasciculo cuneatus. Estas fibras proyectan ipsilateraimente desde el nicleo
cuneato y gracilis en el tallo cerebral antes de que las vias crucen la linea media
hacia el cerebro contra lateral anterior. La informacién viaja a través de los tractos
espinocerebeiares ventral y dorsal desde los miembros péivicos y por los tractos
cuneocerebelar y espinocerebelar ventral desde los miembros toracicos. 1> 1413 16
La sensacion de dolor superficial se transmite por medio de fibras mielinizadas. La
sensacion de dolor profundo se transmite por fibras no mielinicas. Los dos tipos de
fibras cruzan y recruzan la linea media en un arreglo muitisinaptico a todo lo largo
de la ME, dando por lo tanto un patrén difuso bilateral de fibras dolorosas
ascendentes para cada miembro.'® ® % La informacién proveniente de la vejiga

urinaria se transmite al cerebro por medio del tracto espinotalamico.** **°

Tractos descendentes

La funcién de los musculos flexores es facilitada por los tractos rubroespinal y
corticoespinal, las fibras de éste ultimo se inician en la corteza cerebral y la
mayoria de ellas decusan en la unién espino medular, descendiendo por el tracto
corticoespinal latera! del funiculo lateral. Las fibras que no decusan descienden por
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el tracto corticoespinal ventral que esta en el funiculo ventral. Las fibras del
rubroespinal se originan en el nacleo rojo del tallo cerebral, cruzan la linea media y
descienden por el tracto rubroespinal del funiculo lateral. El tracto vestibuloespinal
lo mismo que el reticuloespinal influyen en la funcidn de los misculos extensores.
Las fibras del vestibuloespinal se originan en el nlcleo vestibular ipsilateral. Estos
tractos facilitan a los musculos extensores e inhiben a los misculos flexores en el
lado ipsilateral, teniendo el efecto contrario en los musculos del miembro
contralateral.’® '°

La interferencia con esta via se observa en lesiones severas de la ME toracica

manifestandose con paralisis espastica de los miembros toracicos.’® 15 1°

Irrigacién de la médula espinal

El suplemento arterial de la columna vertebral es segmental, con las ramas
espinales entrando al canal vertebral a través del foramen intervertebral en
asociacién con ei nervio espinal, dando origen a una arteria radicular que se
subdivide en una rama dorsal y una ventral.'? '* % 16 pDog arterias dorso laterales
espinales corren a lo largo de la superficie dorsal en forma tortuosa, pudiendo no
ser reconocibles como una entidad diferente de las arterias radiculares. La arteria
espinal ventral corre a lo largo de la fisura ventral, y con gran cantidad de
anastomosis se conecta con las arterias principales.'> '* 1

La distribucidon de la irrigacion no es simétrica, la sustancia de la ME se suple por
varias arterias que penetran su superficie. Las arterias verticales se originan de la
arteria ventral y pasan dorsalmente a través de la fisura ventral irrigando a la
mayor parte de la materia gris y alguna porcién de la blanca. Las arterias radiales
pasan hacia el centro de la ME a partir de las arterias de la superficie, irrigando a la
mayor parte de la materia blanca y porciones menores de la gris.

El drenaje venoso esta arreglado en un patrén radial en un sistema hacia la
superficie de la ME y se comunica con el plexo venoso vertebral intermmo, que
comprende dos venas sin valvulas en el piso del canal vertebral. Los senos
convergen a la mitad del cuerpo vertebral (en ocasiones se unen) y toman una
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direccién divergente sobre el disco intervertebral. El plexo venoso drena por las
foraminas intervertebrales hacia las venas vertebrales.?

FISIOPATOLOGIA DE LA LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL

Esta bien establecido que el traumatismo a la ME ocasiona deficiencias
neuroldgicas a través de mecanismos directos e indirectos.* > ™ Los efectos
directos se deben al dafio traumatico sobre el tejido nervioso en la materia gris y la
materia blanca. En el caso de desplazamiento vertebral, se presenta dafio a los
tejidos por desgarre o aplastamiento y desde un inicio se pierden las
caracteristicas estructurales y funcionales. A estos efectos también se les conoce

4, 13, 16, 17

como inmediatos y no son susceptibles de tratamiento. Un aspecto critico

de esta lesién es que sin importar la severidad de la misma siempre queda un

remanente viable de tejido y de axones.® '°

Esta porcion de tejido remanente viable, esta intimamente relacionada con la
capacidad del individuo para recuperarse, por lo que es blanco fundamental de los
tratamientos neuroprotectores, que tienen como objetivo el mantener la mayor
cantidad de axones y de mielina intacta y asi incrementar la posibilidad de

recuperacién.'® 22!

Los efectos indirectos en su mayoria se desarrollan en minutos, horas o dias
postraumatismo, dando como resultado dafo retardado a la ME." Estos efectos se
originan de factores enddgenos liberados en respuesta al traumatismo, favorecen
la disminucidon de la irrigacién y alteran el metabolismo del tejido darfado. Se
liberan por la compresién de las vias neurales ya que dependiendo de la severidad
del dafio, se activa una serie de eventos progresivos autodestructivos que
ocasionan diferentes grados de necrosis tisular.” * > ' patos recientemente
obtenidos demuestran que en adicion a la necrosis neuronal ocasionada en forma
directa por la lesion secundaria, se producen darios en el DNA celular que favorece

la apoptodsis, extendiendo asi el dafio a semanas posteriores al traumatismo.? 2> 24
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Para facilitar su comprensién, los eventos secundarios se pueden dividir en tres
etapas, mas no por esta divisidn se indica que sean independientes o que al
terminar una se inicie la siguiente, por el contrario cada una contribuye a
incrementar la gravedad de la otra, de tal forma que el efecto es el de una espiral
ascendente. %% Las etapas son: fase isquémica, fase de excitotoxicidad y fase de
oxidacioén.

Alteraciones en el flujo sanguineo

La respuesta mas dramatica posterior al traumatismo es la isquemia,
particularmente en la materia gris, donde se observa una caida importante del flujo
sanguineo, principalmente en las primeras 2 horas posteriores al impacto. Los
cambios del flujo son menos dramaticos en la materia blanca, donde se observa su
disminucion dentro de la primera hora, para recuperarse en las siguientes 6 horas
e incluso incrementarse a las 24 horas. Esto contrasta con el flujo sanguineo en la
materia gris, que se mantiene deprimido durante todo este tiempo.27 Se sugiere
que la materia gris es mas vulnerable al dafio debido a que su demanda
metabdlica es alta y a que existe una severa disminucion del flujo sanguineo
medular, lo que crea un balance negativo, 22 por lo tanto en la mayoria de los casos
la necrosis traumatica es mas severa en la materia gris. Es frecuente la
preservacion de las porciones lateral, anterior y posterior de la materia blanca.’
Bajo circunstancias normales el flujo sanguineo medular responde en forma
primaria a la presién de CO2z arterial, sin embargo existe evidencia que sustenta la
presencia de un sistema de autorregulaciéon del flujo sanguineo similar al existente
en el cerebro. En los vasos traumatizados del segmento medular afectado, la
respuesta a la hipercapnea y a la hipoxia se pierde y se ha demostrado que
posteriores a esta pérdida de autorregulacion, los cambios en el flujo sanguineo
medular son paralelos a los cambios observados en la presion arterial sistémica.””
2%. 30| a preservacion de la autorregulacién medular depende aparentemente de la
preservacion de los receptores alfa-adrenérgicos.?” Sin embargo, esta demostrado
que el inducir hipertension sistémica no incrementa el flujo sanguineo medular en
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el foco del traumatismo, pero si causa hiperemia en las zonas adyacentes lo que
incrementa el peligro de hemorragia y edema.?® La isquemia de la ME en respuesta
al traumatismo es un fendmeno localizado en el sitio del dafio espinal y
directamente relacionado con la fuerza ejercida sobre la médula. El hecho de
existir diferencias en el flujo sanguineo de! epicentro con respecto de tejido espinal
a pocos milimetros indica que los cambios en el flujo sanguineo medular se deben
a la elaboracién de mediadores locales, en su mayor parte no relacionados con las
alteraciones concomitantes en la presidon arterial sistémica. Sin embargo la
isquemia esta directamente relacionada con la magnitud de la fuerza que le dio
origen y esta determinado que contusiones moderadas dan como resultado
hiperemia inicial, seguida de un retorno al flujo medular normal.®' Inmediatamente
después del traumatismo medular se observa una caida abrupta de la FC y de la
PAM, para en los siguientes 10 minutos incrementarse y posteriormente declinar,
ambas, en forma persistente. Esto se debe a que una lesion en SNC en el ambito
medular alto produce alteraciones en la liberacién de acetil colina en el atrio™ e
isquemia en el miocardio.?® El efecto de esta alteracién se manifiesta como
disminucién de la PAM y por ende del flujo sanguineo medular.?® Los principales
efectos de una presidn arterial alterada son reacciones ortostaticas y respuestas
hipertensivas a estimulos viscerales.3?

Existen investigaciones que sefialan que la vasculatura de la ME se ve mas
danada en la porcién craneal en comparacion con la caudal al epicentro de!
traumatismo. Esto trae como consecuencia que el segmento medular mas afectado
en lo referente a la recuperacion del flujo sanguineo sea el craneal >

La reduccién en el flujo sanguineo medular puede ser consecuencia de otros
factores:

1) A coagulacidn intravascular por la presencia de fibrina o trombina
plaquetaria. El dafio mecanico directo provoca espasmo vascular local con
estasis de los factores mencionados.
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2) Obstruccién por procesos endoteliales, que incluyen pequefias rupturas en
las paredes capilares, vacuolizacién y edema de las mismas. También se
presenta adherencia y agregacion plaquetaria.

3) Cierre del sistema capilar por edema vaso génico secundario al incremento
en la presién del fluido intersticial. El incremento en la permeabilidad es mas
obvio en la parte central y disminuye hacia la periferia del segmento medular
afectado.

4) Vaso espasmo inducido por agentes vaso activos?

Aparte del traumatismo, la causa de la reducciéon en el flujo sanguineo del area
afectada de la ME, implica a aminas vasoactivas, prostaglandinas, eicosanoides,
neuropéptidos, aminoacidos exitatorios, opioides enddgenos, radicales de oxigeno
y alteracién en el balance de ON (vasodilatador) y endotelina (vasoconstrictor).>*
35, 36

Se cree que la accion de los opioides enddgenos (beta endorfina y dinorfina) que
se liberan después de un traumatismo a la ME, incrementa la isquemia al provocar

36, 37

hipotensién sistémica; al igual que la disminuciéon de la actividad simpatica y

predominio de la actividad parasimpatica.®* El CaZ* también tiene efecto en
mantener el flujo sanguineo deprimido ya que su incremento intracelular ocasiona
espasmo del musculo liso y favorece la formacion de prostaglandina F2 alfa y
tromboxano A2.2% En este caso la fosfolipasa Az se activa al haber dafio directo de
las membranas citoplasmaticas durante el traumatismo y al ingresar ca®* al citosol,
desencadena la cascada del acido araquidénico con sus dos vias (ciclooxigenasa y
lipooxigenasa) produciéndose la prostaglandina y el tromboxano ya mencionados,
ademas prostaciclinas y leucotrienos que en conjunto provocan edema vy
vasoconstriccion.”

A pesar de la investigacibn exhaustiva que se ha hecho del evento, los
mecanismos responsables de la iniciacién y propagacion del dafio secundario aun
se mantienen en el grado de hipétesis.* *® Evidencia reciente indica que el iniciador
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del evento autodestructivo es la deformacién mecanica de cualquier tipo (impacto o
compresion) en donde los sitios de afectaciéon primaria son las membranas
celulares y subcelulares de la glia, de las neuronas y de las céiulas endoteliales
vasculares.* %8

Los cambios patolégicos que ocurren en la ME traumatizada debido a la isquemia,
ademas de la disminucion de la tensién de oxigeno y por ende acidosis lactica son:
petequias que progresan a necrosis hemorragica, la LP, la hidroxilacion lipidica con
la subsiguiente formacién de prostaglandinas y leucotrienocs (eicosanoides), la
pérdida de iones de Ca' del espacio extracelular y de iones K* del espacio
intracelular,4' % 28 fhalmente la inflamacion y neuronofagia por polimorfo
nucleares.® Estos cambios se deben principalmente a la liberacidén de sustancias
vasoactivas y a la generacidén de radicales libres que se producen en mayor
cantidad mientras mas dure la isquemia.® Ademas se ha determinado que la
acidosis desencadenada por el fendmeno isquémico favorece la muerte neuronal
por mecanismos como: disminucidén de la capacidad antioxidante del glutatién,
permitiendo asi que el perdxido de hidrégeno incremente su toxicidad y acelerando
la produccién de hidroxilo a través de la reaccion de Fenton, al incrementarse los
niveles de hierro libres dentro de la célula.®®

La secuencia de la alteraciéon patologica posterior al traumatismo de la ME ha sido
estudiada por gran cantidad de investigadores; dentro de los cinco minutos
iniciales las vénulas postcapilares se congestionan, esto es seguido por la apertura
de las uniones endoteliales aqui y en el ambito de los capilares, dando como
resultado la diapédesis de glSbulos rojos y la extravasacion de proteinas y
electrolitos a través de la vasculatura dafada.* Como consecuencia de estos
cambios y en respuesta al evento traumatico, las células de la sustancia gris y
muchos axones de la sustancia blanca pierden el control de la regulacion iénica y
osmoética. Debido a esto se inicia un intenso movimiento iénico determinado por

gradientes de concentracién y de carga con las alteraciones de los iones ca®* y
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K", al verse alterado este gradiente i6nico, la conducciéon de impulsos nerviosos

cesa rapidamente y se favorece la formacién de edema.?* %

Fase de excitotoxicidad

La hemorragia originada de la ruptura de vasos, la isquemia y el edema, ocasiona
que los nutrientes y el oxigeno no lleguen normalmente a las células y debido a
esto, se produzca su muerte. Mientras tanto los vasos, las células dafadas y los
axones liberan sustancias que afectan a las células vecinas intactas. Un
componente de este proceso, que dispara fenémenos altamente destructivos es
conocido como excitotoxicidad. Esta fase de la lesion secundaria estd mediada por
aminoacidos que actian como neurotransmisores.? Los aminoacidos exitatorios
como el acido glutamico, el aspartico y el quinolinico, contribuyen al dafio neuronal
secundario® ?® 3% Estos aminoacidos tienen amplia distribucion en el SN y en
condiciones normales se encuentran almacenados en las neuronas para ser
utilizados como neurotransmisores;** al ser liberados en grandes cantidades
durante el traumatismo espinal provocan dafio en minutos, horas o dias.*" 4243 E|
efecto téxico de los aminoacidos mencionados se conoce como excitotoxicidad.*
39

Debido a que el CaZ?" alterado en su concentracién regula mucho de los procesos
que determinan la citodestruccion, es conveniente enfatizar su funcién en las
células nerviosas. El Ca®" actta como un segundo mensajero intracelular que
reguia una gran cantidad de funciones, debido a esto las neuronas deben
mantener un control estrecho del Ca®* para que las minimas variaciones en su
concentracion deriven en una respuesta fisioldgica adecuada. La entrada de ca®*
ocurre a través de canales idnicos que se clasifican de acuerdo a su selectividad
especifica para cierto tipo de iones (Ca®*, K*, Na *, o Ci ) y por sus mecanismos
de accidn; algunos canales son sensibles al voltaje de la membrana, mientras que
otros o son a ligandos especificos. Los canales sensibles a ligandos que permiten
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la entrada de calcio, incluyen a los canales NMDA, y a los AMPA/kainato.** *° Los
receptores NMDA son de vital importancia en el fendmeno de excitotoxicidad ya
que acttian en forma activa e importante en la muerte neuronal dependiente de las
alteraciones del Ca®*. En forma normal cuando el Ca®’ entra a la célula, es
neutralizado por proteinas citoplamaticas como la calmodulina, la calbindina y la
parvalbimina. Aproximadamente el 95-99% del Ca** que entra a la célula es

. 47 EI mecanismo de accién de estas proteinas

neutralizado de ésta forma.
neutralizadoras del Ca®* esta poco entendido; sin embargo actian de tal manera
que mantienen al Ca’* en areas especificas dentro de la céluia, disipando asi los
gradientes altos. Cuando el Ca’" excede la capacidad neutralizadora, este puede
ser secuestrado en el interior de organelos, como el reticulo endoplasmico liso, las
mitocondrias o las vesiculas sinapticas.*® “° Estos organelos pueden almacenar
grandes cantidades de ca®* bajo una gran variedad de condiciones, empleando la
transportacion activa y pasiva, sin embargo este mecanismo de neutralizacion es
incapaz de modular cambios rapidos en el gradiente del Ca®* ® pebido a que
existe un gran gradiente extracelular—intracelular, y una fuerza eléctrica que
impulsa al ca®* positivamente cargado hacia la parte interna de la membrana
negativamente cargada, la salida de Ca®* de la célula, es un evento dependiente
de energia. Las neuronas tienen por lo menos dos mecanismos de extrusién del

Caz"' una bomba dependiente del adenosin trifosfato (ATP) y un mecanismo de

. . 2+ 45, 51
intercambio NaZ*/ca**.*> >

%2 ge gasta una molécula de ATP por cada i6én de
ca?* expulsado del interior de la célula.?® Las concentraciones subcelulares de
Ca?* dentro de la neurona pueden diferir y estan determinadas por su tipo, via de
entrada, proteinas neutralizadoras, mecanismos de aimacenaje y por la formaen la

4. 53. % ) 0s cinco mecanismos anteriores

que el Ca®* es expulsado de la célula
controlan la difusién del Ca®* intracelutar y esta aceptado que en las situaciones en

. . . 2+
las que fa neurona experimenta incrementos incontrolados de Ca® se produce la
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muerte celular. El hecho de que el ca® dispare mecanismos de neurotoxicidad y

cuales son estos mecanismos, se mantiene en controversia.

Existe evidencia que indica que en el SN de los mamiferos, la sobresaturacién de
Ca®* celular esta intimamente relacionada con la muerte neuronal secundaria a un
evento traumético/isquémico.55 Diferentes estudios en animales también apoyan la
asociacién entre el incremento de Ca®" intracelular y el dafio al tejido nervioso.

Después de traumatizar la ME de ratas, se observa una disminucién del ca®*

extracelular, % 57

en otras investigaciones se aprecié una acumulacién significativa
del i6n en la materia blanca axonal, posiblemente como consecuencia de la
anoxiaf/isquemia de la materia blanca.’® °° A pesar de estudios como los
mencionados, los mecanismos bajo los cuales el ca®* dispara la muerte celular
estan poco definidos debido a que virtualmente todos los procesos celulares
dependientes del Cca?" estan implicados en algin momento. Por ejemplo, la acciéon
neurotéxica de la sobresaturacion del Ca®* se ha descrito por la sobre estimulacién
de enzimas como las fosfolipasas, plasmalogenasa, calpainas, y otras proteasas,
protein cinasa, guanilato ciclasa, sintasa del ON, calcineurina y endonucleasas.
Probablemente la sobre estimulacion de estas enzimas de origen a subproductos
de reacciones toxicas como los radicales libres, a alteraciones letales en el cito
esqueleto o a la activacion de sefiales a nivel del DNA gue provoguen la muerte

celular.5% 81

La accion del glutamato es de vital importancia en el evento de la citotoxicidad. El
glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas abundante y actua sobre una gran
cantidad de receptores de membrana.®® 3 Basados en estudios farmacolégicos,
electrofisiolégicos y bioquimicos los receptores de glutamato se clasifican como
ionotrépicos y metabotrépicos.®* % ®° Los inotrépicos se subdividen en receptores
NMDA y receptores AMPA/kainato de acuerdo a su agonista. Estos receptores son
permeables a Na*, K' y Caz*, la permeabilidad varia de acuerdo al tipo de receptor.

Recientemente se han hecho descubrimientos que demuestran la existencia de
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muchos subtipos en cada familia de receptores. La consecuencia funcional de esta
diversidad no esta completamente entendida y se mantiene bajo investigacién.®®

El papel del glutamato como neurotoxico se determind antes de observar que la
acumulacién de Ca®* intracelular era critica para desarrollar la neurotoxicidad.
Sobre la base de esto se acufi¢ él termino de excitotoxicidad, en donde se indicaba
que en los procesos donde existia liberacidn excesiva de aminoacidos excitatorios
se producia neurotoxicidad.®® ® Posteriormente se descubrié que no eran
necesarias grandes cantidades de aminoacidos para producir la neurotoxicidad y
que es el Ca®* el componente predominante en este fenémeno.5 &7

La falla en la energia celular a partir del traumatismo o de un fenémeno de
hipoxia/isquemia tiene como resultado la sobresaturacion del Cca?* intracelular a
través de mecanismos que incluyen al incremento de la entrada de Ca2+,
disminucién en la salida de Ca®* y alteraciones en la neutralizacién y almacenaje
del mismo.*°

La isquemia disminuye el ATP disponible, lo que ocasiona la reducciéon de los
potenciales de membrana (despolarizacidén), lo que favorece la liberacion de
glutamato en grandes cantidades. La liberacién incontrolada de glutamato resulta
en una espiral viciosa, donde el glutamato extracelular activa a los receptores de
glutamato que a su vez favorecen mayor liberacién del mismo.®° El glutamato actua
sobre receptores NMDA provocando la entrada de Na* y ca®* y salida de K. lo
que incrementa la despolarizacion de membranas celulares con activacién
secundaria de los canales de Ca®* y activando segundos mensajeros que liberan

mas Ca2+ de almacenes intracelulares, por medio de mecanismos dependientes de

2+

Ca” y de cafeina. El exceso de Ca®* actua transformando la enzima Xantina

deshidrogenasa a Xantina oxidasa, lo que favorece la produccion de oxiradicales y
activa las isoformas de la sintaza del ON (SON) dependientes del Ca>*> ® La
despolarizacion de la membrana mediada por el glutamato permite {a entrada de

Na’, lo que activa a la bomba Na*, K'-ATPasa, lo que finalmente deprime el ATP
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intracelular.®® El acido quinolinico es una neurotoxina enddgena derivada del
triptofano con accidén mediada por la excesiva activacion de receptores
glutaminérgicos NMDA y puede producirse en las células inflamatorias infiltradas
en la zona de lesion.* * La neurotoxicidad del acido quinolinico provoca aumento
en la concentracién del Ca’* en el citoplasma, disminuye el ATP y GABA,
aumentando la LP y dafo oxidativo. La LP resultante es consecuencia de la

28. 417 purante el curso de la

combinacién del acido quinolinico con el hierro.
toxicidad mediada por e! glutamato, el Ca®" se acumula en grandes cantidades
dentro de las neuronas, esta acumulaciébn es paralela a los cambios
histopatolégicos tanto en tiempo como en curso, iniciando con ia infiltracién del
ca®* en el aparato de Golgi (edema), a continuacion se afecta el nucleo
(desarticulacién de la cromatina), posteriormente algunas mitocondrias (edema) y
finalmente el citoptasma. A partir de este momento el evento progresa rapidamente

% por mecanismos de lesién que incluyen: fosforitacion

a necrosis de la neurona,
oxidativa incompleta por inhibicién de las funciones mitocondriales, depleciéon de
ATP por activacion de ATPasa, activacion de proteasas, endonucleasa y
fosfolipasas con el consiguiente catabolismo de proteinas y lipidos estructurales.
La inhibicién del metabolismo celular provoca dario irreversible y muerte celular a
través de la degradacién de ADN y ARN.”® "Las proteasas neutras activadas por
el Ca2+, producen proteo lisis masiva de los neurofilamentos, ocasionando la
pérdida de soporte estructural, colapso progresivo y fragmentacion del axén. Esto
ocurre en las primeras horas o dias posteriores al traumatismo. Los
neurofilamentos constituyen la parte fundamental del cito esqueleto axonal ya que
mantienen el calibre y la longitud de! axén y participan en el transporte ré!pido."3
Las proteasas y fosfolipasas activadas también actuan sobre los componentes de
la mielina y pueden en el mismo lapso producir desmielinizacién completa en el
area lesionada. El incremento en la concentracion de los aminoacidos ocasionado
por el traumatismo en el ambito de la ME, declina paulatinamente a mayor
distancia del epicentro, hasta no detectarse a 5 mm de distancia.”?
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La disminucion intracelular del Mg* iénico es directamente proporcional a la
severidad de la lesion y la disminucion en su concentracion altera actividades
enzimaticas, disminuye la produccion de energia y la sintesis de proteinas, ademas
de incrementar la permeabilidad de la membrana celular. La concentracion elevada
de K en el espacio extracelular altera la conduccién nerviosa y contribuye a la
destruccion neuronal favoreciendo Ila liberacion excesiva de aminoacidos
excitatorios.”’

Aunque el ON es un candidato para ocasionar muerte neuronal no excitotoxica,
esta intimamente relacionado con esta fase del dafio secundario, ya que su
activacion en cantidades patoiégicas esta relacionada con el flujo de ca®" al
interior de la célula.” El ON es un radical diatomico libre en forma de gas que actiia

73. 74 75 también esta involucrado en

como neurotransmisor y vasodilatador,
procesos infecciosos ya que habilita a los macréfagos para destruir bacterias,
hongos y células tumorales.”® El ON tiene una gran variedad de funciones en
diferentes tejidos que incluye al endotelio vascular, a las células inmunes,
neuronas, musculo liso y musculo cardiaco.”” La regulacién biosintética es mas
importante para el ON que para otros neurotransmisores ya que a diferencia de
ellos, el ON no se almacena en vesiculas y solo se sintetiza de acuerdo a la
demanda. Ademas no puede ser inactivado por mecanismos regulatorios
convencionales después de su liberacion.”® Se genera por la excitacién de
receptores NMDA por el glutamato que promueve la entrada de ca®* que se une a
la calmodulina y activa a la enzima SON. Este proceso se efectia en cuestién de
segundos.” 7® Su liberacién se lieva a cabo por difusién. La SON es una de las
enzimas mas reguladas en bioeconomia y esta presente sélo en un porcentaje de
neuronas denominadas diaforasa que son relativamente resistentes a los procesos
de oxidacion. Para producir el ON, la SON oxida al grupo guanidina de la L-
arginina, lo que origina al ON y en forma paralela a la L-citrulina. Actuaimente se
conocen tres isoformas de SON: la SON constitutiva (SONn, SON1) que puede ser
neuronal, (en algunas neuronas) y la endotelial (SONe, SON3) que se encuentra
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en células endoteliales), y la SON inducible (SONi, SON2) que esta en
macréfagos, astrocitos y células endoteliales.”® 7® 7° La actividad de la SON
constitutiva es Ca2* dependiente, mientras que la inducible es ca** independiente.
Es necesario hacer notar que el ON producido por SONn y SONi ha demostrado
en estudios in vitro y in vivo provocar dafio celular, mientras que el ON producido
por la SONe por su accién vasodilatadora tiene efectos neuroprotectores.a"
Aunque el ON participa en la transmisién sinaptica normal, cuando el glutamato
actiua sobre los receptores NMDA en respuesta a isquemia, esta involucrado en la
formacién de oxiradicales, estrés oxidativo, procesos de apoptdsis y es capaz de
potencializar el dafio oxidativo mediado por el acido quinolinico.** ®’

El ON afecta a la protein-cinasa, a la fosfodiesterasa, la ADP ribosilciclasa y
ciclooxigenasas; su accién neurotéxica no es producida directamente por la
molécuia de ON ya que esta reacciona con el radical stper éxido formando
peroxinitrito, un potente oxidante con potencial citotéxico per se que forma residuos

82.83.84.85 y que actuan directamente oxidando a

nitritotirosina que son mas téxicos;
los grupos sulfhidrilo, a los lipidos, DNA y proteinas.®® La extension de la reaccion
que da origen al peroxinitrito puede ser moderada por la presencia de quelantes
endogenos de radicales libres como la SOD, la cual compite con el ON por los
radicales super 6xido. De hecho el ON es la tiinica molécula biolégica producida en
cantidades suficientes para competir con la SOD por el sdper 6xido.?” Ei ON
también se une a la ferritina liberando hierro que entra a la reaccién de Haber-
Weiss para formar radicales hidroxilo y reaccionar asi con metales y producir el ié6n
nitronium que es aitamente toxico. El ON exhibe su neurotoxicidad a través de la
transmisién sinaptica con la participacién directa en la enzima guanidil ciclasa.®? %
83 |La produccién de ON se incrementa rapidamente después de que ha iniciado la
isquemia foca! y se mantiene asi por mas de 60 minutos, alcanzando su maximo a
las 24-48 horas. Se ha observado que la potencializacion del ON no solo es en la
fase temprana de la isquemia severa, sino también en la isquemia moderada y aun
en la oligoemia. Dado que el ON regula el flujo sanguineo del SNC bajo

condiciones fisiologicas, su respuesta en la etapa temprana de la isquemia debe
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obedecer a una respuesta protectora para incrementar el flujo sanguineo.BS El ON
puede favorecer el flujo sanguineo a través de inhibir la agregacién y la adhesion
plaquetaria.76 En algunos trabajos se atribuye al ON efecto neuroprotector al
disminuir la excitotoxicidad por medio de la nitrosilacién de las proteinas de los
receptores NMDA, disminuyendo asi la entrada de calcio al interior de la célula® *°
Otras investigaciones han permitido determinar efectos retardados de la
neurotoxicidad mediada por los receptores NMDA, en donde el ON juega un papel
importante dependiendo de la SON que le dé origen. Asi el ON formado por la
SON constitutiva (neuronal), tiene efecto protector contra el dafio celular resultado
de la isquemia-reperfusién posterior a traumatismo de la médula espinal, incluso
aparentemente inhibiendo la apoptc’.wsis,.91 mientras que el ON originado por la SON
inducible (macréfagos) tiene efecto neurotéxico principalmente en la fase subaguda
del traumatismo.”® En otras publicaciones se menciona que la toxicidad del ON
esta relacionada intimamente con la presencia del super 6xido, y que dicha
toxicidad puede dar como resultado necrosis neuronal o un estimulo apoptético.®®
Se sugiere que el ON generado por SON inducible, principalmente por macréofagos
y/o células peri vasculares, tiene un papel significativo en la eliminaciéon de células

dafadas de la zona afectada, al estimular la apoptdsis de las mismas. % 92

Fase de estrés oxidativo

En forma casi simultanea a la excitotoxicidad se produce una abundante
produccién de radicales libres en la zona de lesién, originados inicialmente por la
respiracidn mitocondrial y durante la reperfusion, espontanea o inducida ya que
ésta provee 0? como sustrato para una gran cantidad de reacciones oxidativas
enzimaticas.?® EI SNC es particularmente susceptible al dafo inducido por
radicales libres por varias razones: Los lipidos de membrana son ricos en
colesterol y acidos grasos poli-insaturados, que son blanco de compuestos activos
de 023 La presencia de gran cantidad de hierro en el tejido nervioso y su

liberacién a través de la hemorragia que se desarrolla durante el evento traumatico

1 TESIS CON
FALLA DE QRIGEN




tiene varias implicaciones: A través de la reaccién Haber-Weiss se transforman
radicales slper éxido ('02') y peroxido de hidrogeno (H202) a radicales de hidroxilo

(" OH) que son mucho mas dadinos. La unién del ‘0% con la dopamina determina la
apoptosis del tejido nervioso y cuando se une con el ON fomenta la LP mediada
por radicales, ademas de incrementar la neurotoxicidad del acido quinolinico.?® 3%
38 El acido ascoérbico se encuentra en altas concentraciones tanto en la sustancia
blanca como en la sustancia gris. Cuando se presenta solo y en altas
concentraciones cumple una funcién antioxidante, mientras que en presencia del
hierro y del cobre liberados por la extravasacién de sangre después del
traumatismo, el acido ascoérbico se convierte en un potente oxidante y produce
grandes cantidades de radicales libres.?® Las neuronas contienen gran numero de
lisosomas, cuyas membranas son dafadas por los radicales libres, dando por
resultado la liberacién de enzimas hidroliticas dentro del citopiasma de las propias
neuronas.®

La isquemia focal medular produce los cambios que se han mencionado con
anterioridad, la reoxigenacion que se da en la reperfusion espontanea o
trombética, provee 02 como sustrato de numerosas oxidaciones enzimaticas en el
citosol, en organelos subcelulares y en mitocondrias. Se conoce que muchas
enzimas prooxidantes y antioxidantes participan en el estrés oxidativo inducido por
el traumatismo al SNC. Con base en sus productos oxidantes, las enzimas
prooxidantes se pueden clasificar en tres clases: (1) SON; (2) cicloxigenasas,
xantina deshidrogenasa, xantina oxidasa y NADPH oxidasa; y (3) mieloperoxidasa
y monoamino oxidasa.® Actualmente se sabe que la oxidacion no solo afecta a los
lipidos estructurales, también las proteinas y el DNA se ven afectados por las
especies reactivas de oxigeno.%* % %

Los oxiradicales por definicion contienen un electrén impar asociado a un atomo de
oxigeno. Su formacién conforma una interrelacién entre cada uno de elios, el '02',
H>O. y el ‘OH (Figura 1) son seflalados como la principal causa de la LP de la ME
en la isquemia-reperfusion, sin embargo también se pueden incluir otros como:
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Radicales peroxil (RO?), radicales libres de lipidos polinsaturados (RO),
hidroperoxidos lipidicos (RO;H), radicales alkoxil (OR) y los singuletes de oxigeno
('02).

Aunque no se le reconoce normalmente como tal, el 0% molecular es en si un
radical, o mejor dicho un diradical, ya que contiene dos electrones impares,
separados en un orbital electronico (O—O’) con direccién similar. Por lo tanto el
0? es un agente oxidante. Cuando el o2 acepta un electrédn se convierte en el
radical ‘'0%.%" % E|l ‘0% se forma principalmente en la mitocondria durante la

respiracion, aproximadamente el 3% del 02 consumido es parcialmente reducido a

'02’; Otra fuente de 'O% es el metabolismo del acido araquidodnico por la
lipooxigenasa y la ciclooxigenasa en presencia de NADH o NADPH; también la
produccion de oxidasas en leucocitos polimorfonucleares, macréfagos y B-
linfocitos. Otras formas de produccion incluyen a la auto-oxidacién de la cistina y

de las catecolaminas.®® %7

+le- +1e- +le- +1e-
2 .« ~2- .
of— O > H202 > OH > H20
+2H" +2H
oxigeno radical perdxido de radical agua
molecular siper oxido hidrégeno hidroxilo

Figura 1.- Reduccién secuencial del oxigeno molecular por medio de la

transferencia de un electrén.

Aunque es un antioxidante débil el'0% reacciona con los tioles y des-esterifica a
los lipidos de la membrana, permitiendo Ia liberacién de acido araquidénico y asi

iniciar una cascada metabdlica de araquidonato para formar finaimente mas ‘0%
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Este puede interactuar con el ON y dar origen a un radical mucho mas fuerte, el
peroxinitrito.®® *° El ‘O% puede dismutarse, formando H20. y oxigeno singulete. El
o% puede liberar el hierro que esta almacenado en la neurona al reducir el Fe®*
(almacenado) a Fe?*. Normalmente el hierro libre es secuestrado rapidamente por
la ferritina, pero en un medio acido, el ‘0%, al protonarse se convierte en el radical
peroxil que puede reducir a la ferritina unida a Fe>* y liberar Fe?* 38 8997

El H202 es el resultado de la transferencia de 2 electrones al oxigeno y es una
especie no radical, sin embargo se le considera como tal por que su quimica y su
patologia como radical existe, ya que el H2O, es una agente oxidante y ain mas,
da origen otros oxiradicales.®” % 1°°| a mayor fuente de H,05 es la dismutacién del
'02'. sin embargo también se puede originar a partir de los peroxisomas y
organelos que contengan oxidoreductasas, incluyendo a la D-aminoacido oxidasa y
oxidasa de la acetilCoA. El H;0, es relativamente no reactivo y puede difundir
cierta distancia antes de interactuar con otro compuesto, sin embargo en la
presencia de elementos de transicion como el Fe?* o el Cu®y por medio de la
reaccion de Fenton puede convertirse en el ‘OH, que es el oxidante mas potente
formado por los sistemas biolégicos.” %697 101

El OH se origina cuando el H,0, se reduce por la transferencia de un electrén a un
metal reducido como puede ser el Fe?* o el Cu’. Esto es lo que se describe como

la ecuacion de Fenton. (Figura 2)

Fe* + H,0, — Fe* + 'OH + OH"

Figura 2.- Reaccién de Fenton

En la mayoria de los tejidos, la poca concentracién de estos metales limita la

oxidacion de Fe2* a Fe®* y por lo tanto la produccion de ‘OH esta controlada. Sin

embargo el tejido nervioso es rico en Fe?* y mas aln la alta disponibilidad debido
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a la hemorragia permite gran formacion de ‘OH. Por otro lado los agentes tisulares
reducidos pueden reciclar el Fe?* a partir de su estado férrico y convertirlo en
ferroso y asi incrementar la formacion de "OH. El ascorbato juega un papel de
suma importancia en esta etapa al transferir electrones al centro férrico dando
como resultado la formacibn de un nuevo oxiradical llamado radical

monodihidroascorbil ((AH). Para cerrar el circulo, donde el ‘0% favorece la

formacién de'OH se produce una reaccién de dos pasos llamada reaccion de
Haber-Weiss, en donde el OH se produce de forma tradicional por la reaccién de
Fenton, pero el Fe?" es reducido por el ‘0%, En esta secuencia el reciclamiento del

metal mantiene una cadena de auto-catalizacion.®® %7 %8 (Fig. 3)

Fe®*/Fe®*

H202 + .02- I ——— ‘OH + 02 + HO

Figura 3. Reaccién de Haber-Weiss

La activacién de neutréfilos y macréfagos produce gran cantidad de especies
reactivas de O? y asi contribuyen al estrés oxidativo. Los neutrdfilos se localizan en
forma predominante en las regiones necréticas de la médula afectada, alcanzando
su mayor concentracion a las 24 horas del traumatismo, su mayor actividad en
cuanto a localizacién esta establecida a 4 mm craneal y caudal al epicentro del
traumatismo. Los macréfagos tienen su mayor nimero a las 48 horas,
encontrandose predominantemente en la materia gris y en el funiculo dorsal de la
materia blanca. El numero de macréfagos declina paulatinamente hasta 6 mm
craneal y caudal a! foco del dafioc medular. Se ha encontrado que el nimero de
macrofagos presente esta intimamente relacionado con la cantidad de tejido
dafiado.?®

TESIS CON
= FALLA DE ORIGEN




La acidosis que se presenta en forma secundaria al proceso isquémico incrementa
en forma importante la toxicidad de H20z, lo que provoca muerte neuronal. Esta
toxicidad esta mediada principalmente por la inactivacion del GLU por el pH acido,
que en conjunto con un mayor sustrato de Fe? favorece y acelera la produccién de

‘OH a través de la reaccion de Fenton.®®

Tanto en lesiones medulares como cerebrales se ha demostrado incremento en la
produccion de malondialdehido (producto dela LP). En ambas lesiones se ha
demostrado oxidacién del colesterol extraible y consumo de los principales
antioxidantes (acido ascorbico y alfa tocoferol) asi como inhibicién de la actividad
de la ATPasa sodio-potasio dependiente, siendo ésta una de las manifestaciones
de la LP.3®

La LP se ha definido como el deterioro oxidativo de los lipidos poliinsaturados de
las membranas celulares, a consecuencia de la produccién de oxiradicales durante
la isquemia-reperfusion. Debido a que el tejido nervioso es rico en acidos grasos
poliinsaturados es muy susceptible a la LP. Los oxiradicales extraen atomos de
hidrégeno de los acidos grasos produciendo radicales alquil-lipidicos que
reaccionan en cadena con las moléculas de fosfolipidos adyacentes, formando
radicales peroxil lipidicos, radicales alcocil lipidicos e hidroxiperoxidasas lipidicas.
Estos provocan una mala alineacién de las cadenas de fosfolipidos con pérdida de
la integridad de !la membrana celular y alteracion en los gradientes iénicos de
membrana, con activacién de sistemas enzimaticos dependientes de Ca®, mayor
produccion de oxiradicales, ON, etc.* 35 %

Después de los primeros treinta minutos aparecen hemorragias microscopicas en
la materia gris que coalescen en las horas siguientes (necrosis hemorragica). La
vacuolizacién se desarrolla dentro de las células endoteliales y es indicativa de un
profundo dafo isquémico e hipdxico, lo que desencadena la necrosis coagulativa
de la poblacién neuronal. La materia blanca adyacente se ve relativamente menos
afectada, sin embargo se observa edema y retraccién periaxonal. Estos eventos
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pueden llevar a la autodisolucién de la ME en las siguientes 24 horas, aun sin la
presencia de compresién® 3% %

Un hallazgo especial del dafic medular es la mielomalacia hemorragica progresiva,
esta patologia ocurre posterior al traumatismo y parece ser una progresion de la
necrosis hemorragica central y el edema hacia areas de la ME no incluidas en la
zona del traumatismo.* '

En contraste con la compresién aguda, la presentacidn crénica afecta mas
severamente a la sustancia blanca. La hemorragia y el edema no son significativos
en este tipo de compresidn. Las lesiones caracteristicas son: degeneracion de la
mielina, areas focales de malasia, vacuolizacién y pérdida de la sustancia blanca
axonal.* 28

Los organismos vivos han desarrollado una gran cantidad de mecanismos para
protegerse de la accidn de los oxidantes, ya que esta agresidon es constante. Entre
los sistemas enzimaticos encontramos dos formas de SOD, la de cobre-zinc que
se localiza en el citosol y la de manganeso que se ubica en la mitocondria, asi
como una isoforma extracelular. Esta enzima juega un papel muy importante al
dismutar al ‘0% y convertirlo en H,O, y H,0O. Las enzimas glutatidn peroxidasa y la
reductasa, participan al eliminar al H;O,, al igual que la CAT, sin embargo la
actividad de estas enzimas es limitada en parte por su localizacién en organelos
subcelulares, y a su respuesta tardia (CAT y GLU) o nulo incremento (SOD). No se

conoce enzima alguna que elimine al ‘OH.%”
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JUSTIFICACION

A pesar de los avances en el tratamiento del traumatismo agudo de la ME sus
secuelas se mantienen como un problema por resolver, por lo que este trabajo
pretende ser punto de partida para una nueva propuesta terapéutica.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto del aporte extrinseco de ON en variables cardiovasculares y su
accién solo o en combinacién con AOX en la LP de la ME sometida a traumatismo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Evaluar el efecto del ISO y de la ARG sobre la PAM y la FC en ratas sometidas
a traumatismo de la ME.

2- Evaluar el efecto del I1ISO y de la ARG, solos 0 combinados con diferentes AOX
sobre la LP, en ME sometida a traumatismo.

3.- Evaluar el efecto de diferentes AOX sobre la LP, en ME sometida a
traumatismo.

HIPOTESIS
1.- La administracién de diferentes dosis de 1ISO y ARG produciran bajaenla FCy
en ia PAM en ratas sometidas a traumatismo de la ME.

2.- La administracion de I1ISO y de ta ARG incrementara el estrés oxidativo y en
consecuencia un aumento de 1a LP, en la ME sometida a traumatismo.

3.- La administracién de ISO y ARG en combinacién con AOX (SOD, CAT y
GSHE) dara como resultado una disminucion moderada en el estrés oxidativo y por
lo tanto menor LP en la ME sometida a traumatismo.

TESTS CON
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MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

Se emplearon ratas Long-Evans, machos, de 14 a 16 semanas de edad,
mantenidas a temperatura regulada, con libre acceso a agua y alimento; expuestas
a un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad, con peso de 250 a 300 g, sanas y sin
haber sido sometidas a ningln procedimiento experimental previo. Los animales
que se lesionaron, se sometieron a contusién de la ME en la region toracica media
(T5-T6), los testigos sin lesidn se sometieron uUnicamente a laminectomia en la
misma regién. La asignacion de los animales para cada grupo se hizo de manera

aleatoria.

Inicialmente se determind la influencia del ISO y de la ARG sobre la PAM y {a FC,
en ratas sometidas a contusion de la ME. Posteriormente se evalué el impacto de
los donadores / precursores del ON mencionados, asi como diversos AOX, solos,
combinados, o en conjunto con el ON, sobre la LP posterior a contusién medular.

Caracteristicas de los farmacos empleados

El donador de ON que se probd fue el 1ISO, que es un nitrato organico éster estable
en SS, ampliamente empleado en el tratamiento de alteraciones vasculares. Para
liberar el ON el ISO debe de ser metabolizado en higado.'®? E! metabolismo
requiere de la reduccioén del nitrato organico seguido de su conversidon a nitriosol,
esta lltima ocurre por medio de una variedad de procesos que incluyen la reaccién
con dihidroflavina y NADH.'®® Se emples una dosis de ISDN de 10 pg/kg/min/23 h,
la cual disminuye en aproximadamente en 5% la presidn arterial en ratas con lesién
medular. E! precursor de ON investigado fue la L-arginina, que es un aminoacido
que actia como sustrato de todas las isoformas de la SON conocidas, que es la
Gnica enzima que cataliza la oxidacién de la L-arginina a ON y L-citrulina.'® La L-
arginina se administro a una dosis total de 100 mg/kg que produce su efecto
farmacoldgico sin disminuir 1a presion arterial. '%°
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Para evitar que el ON (tanto el enddgeno, como el producido por el donador o
precursor) reaccione con el'0% y formen ONOO", se empled el [Mn(lli)tetrakis(4-

benzoic acid) porphyrin Chloride] (MnTBAP), un compuesto con actividad similar a
la enzima SOD, que administrado parenteraimente reduce la formacién de ONOO"
y entre otras cosas, previene el dafio al DNA, la disminucién en la respiracion
mitocondrial y la disminucién en los niveles celulares de NAD*."® para eliminar el
H20,, se uso la enzima CAT, obtenida de Aspergillus niger, por ser una enzima
extremadamente estable y de larga duracién.' Para favorecer la conversion de un
ambiente oxidado a reducido se empled un precursor de la biosintesis de glutation
reducido (GSH), el gama-glutamilcisteina etil ester, (GSHE), que se transporta al
interior de las células incluso mas facilmente que el GSH mismo. Dentro de la
célula el GSHE, libera GSH en forma intacta y directa al citosol, al sufrir hidrélisis
por las estearasas intracelulares.'® "% Ademas el GSHE es transportado de forma
efectiva hacia el liquido cerebroespinal.'*®

Todos los compuestos se obtuvieron de Sigma Chem. Co, exceptuando el

MnTBAP de Cayman y la MP de Pharmacya Upjon.
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CONFORMACION DE GRUPOS
Determinacién de efecto sobre las variables
donadores/precursores de ON

Se forman los siguientes grupos de estudio con n = 3:

Grupos experimentales:
1- 1SO 5 pyg/kg/min
2- 1SO 10 pg/kg/min
3- ISO 50 pg/kg/min
4- ARG 100 mg/kg/ durante 20 min

Grupo testigo:
5- solucién salina

Determinacién de Lipoperoxidacién

Se forman los siguientes grupos de estudio con n = 6:
1- lesién + ISO + AOX

2- lesién + ARG + AOX

3- lesidon + ISO

4- lesion + ARG

5- lesién + SOD

6- lesién + CAT

7- lesiéon + GSHE

8- lesidon + AOX

9- lesién sin tratamiento

10- lesién + MP (testigo del tratamiento estandar)

11- laminectomia, sin lesidn, sin tratamiento (testigo normal)

29
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DOSIFICACION, VIA E INTERVALOS DE ADMINISTRACION

Tabla 1. Disetio Experimental para el Estudio de Lipoperoxidacién

Grupo |Abreviacion Dosis total Bolo e.v. Infusién e.v. Ip*
1 1ISO 10 pg/k/23h S8 10pg/K/min 23h
2 ARG 300 mg/KG 100 mg/k 200 mg/k
3 SOD 12 mg/k 3 mg/k 9 mg/k .
4 CAT 27,000 U/k 9000 ‘
‘ ) Uk
5 . GSHE . ~12mgik 4mglk.
6 SOD + CAT + GSHE

“. AOX ™

- como lo anterior

SO +SOD +CAT+ GSHE

8 et
B “ome Io anterio e
o 5.4 mg/k/23h
0 M
SM

Abreviaciones: LES (solo lesidn); S/L (sin lesion); SS (solucién salina); SM

(solucién mixta)
* Intraperitoneal

Para

la administracién

intraperitoneal y bolo endovenoso,

los farmacos se

reconstituyeron con solucidon salina fisiolégica. Para la infusidon continua se

aforaron a 10 ml con solucidén mixta (solucioén salina y solucién glucosada al 5 %)

30
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Anestesia y procedimiento quirurgico

Para el procedimiento quirtirgico y sacrificio, las ratas se anestesiaron de acuerdo
a su peso via intramuscular, con una mezcla de ketamina (50 mg/kg) y xilasina (9
mg/kg).

Para producir la lesion, se realizé una laminectomia mediante técnica estéril, a
nivel TS - T6 hasta exponer la porcion dorsal de la ME manteniendo las meninges
intactas. (figura 4) Posteriormente la rata se coloco en un equipo de estereotaxia
(figura 5) y a traves de un tubo guia, se dejé caer sobre la ME, un cilindro de
acero inoxidable de 15 g, con punta roma de 1.7 mm de diametro y 1 cm de largo
(figura 6) de una altura de 6 cm, lo que produjo una lesidn con una intensidad de
70 g/em. % "1 112 (figura 7)

La incisién quirdrgica se suturé por planos. Para la administracion de liquidos y
farmacos, se cateterizaron una o ambas venas femorales, a través de una
diseccidn quirargica en la parte proximal media de la zona femoral. Durante las
siguientes 24 horas las ratas se mantuvieron dentro de un cilindro de restriccion de
movimiento a temperatura controlada y se evacuo la vejiga cada 12 horas.

Para determinar la PAM y la FC, se cateterizo la arteria femoral izquierda,
conectandose a un transductor de presién. (figura 8) Al final de cada
procedimiento se suturd la herida quirdrgica en forma convencional.
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Figura 4.-Laminectomia a nivel T5 - T6 para exponer la porcion dorsal de la ME

manteniendo las meninges intactas.

Figura 5.- Rata colocada en un equipo de estereotaxia preparada para el

traumatismo medular.
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Figura 6.- Cilindro de acero inoxidable de 15 g, con punta roma de 1.7 mm de

diametro y 1 cm. de largo, con el que se produce el traumatismo medular.

Figura 7.- Lesion medular con una intensidad de 70 g/cm., observe el hematomay

la pérdida de las caracteristicas de la duramadre.
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Figura 8.-Para determinar la PAM y la FC, se cateterizo la arteria femoral izquierda

de la rata y se conecto a un transductor de presion
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Influencia de los donadores / precursores de ON sobre la PAM y FC

La PAM se evalud por medio de un transductor de presiéon (Grass FT .03C),
conectado a un poligrafo Grass modelo 7D. La FC se derivé electrénicamente a
partir del llenado del pulso arterial, por medio de un tacégrafo Grass modelo 7P4F.

(figuras 9y 10)

Figuras 9 y 10.- La PAM se evalué por medio de un transductor de presién
conectado a un poligrafo. La FC se derivo electrénicamente a partir del llenado del

pulso arterial, por medio de un tacdgrafo.

La temperatura corporal se mantuvo a 37°C. La laminectomia se realizé de la
manera descrita anteriormente. La PAM y la FC se estabilizaron y se registraron
30 min. antes y después de la lesién medular. La infusion de los farmacos a

investigar se inici6 a los 30 min. después de provocar el traumatismo medular, por
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el método antes descrito. La PAM y la FC se observaron y registraron durante 90
min. Finalmente las ratas se eutanaciaron por sobredosis de anestésico.

Los farmacos investigados fueron: el ISO (5,10 y 50 upg/kg/min.), la ARG (100
mg/kg durante 20 min) y vehiculo (solucién salina). En todos los casos se

administré la misma cantidad de liquidos.

Determinacion de productos de lipoperoxidacion

Los fluidos y los farmacos se administraron, por medio de una bomba de infusion,
20 min. después de la laminectomia (figura 11) o de la lesién, a través de la(s)
vena(s) cateterizada(s). En algunos casos también se empledé la via
intraperitoneal. (figura 12) La infusién se inicié con un bolo (1,200 pi) de solucién
mixta (sol. fisiolégica + sol. glucosada al 5%) durante 40 min., en la que se
disolvieron los compuestos correspondientes, o simplemente se infundié como
vehiculo cuando asi correspondia.

Para la infusion de 10 ml de la mezcla de la solucion glucosada y farmacos en las
siguientes 23 horas la bomba de infusion se programd a una velocidad de .41

ml/h, iniciando inmediatamente después del bolo.
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Figura 11.- Los fluidos y los farmacos se administraron, por medio de una bomba

de infusion.

Figura 12.-En algunos casos se emple¢ la via intraperitoneal.
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Las ratas se anestesiaron con éter y perfundieron con solucién salina fria, en
forma transcardiaca (figura 13) 24 h después de la lesion, para eliminar la mayor

cantidad posible de sangre de la muestra.

Figura 13.- Las ratas se anestesiaron con éter y perfundieron en forma

transcardiaca con solucién salina fria.

Posteriormente se amplié la laminectomia para permitir la extraccion de un
fragmento de 1 cm de longitud de ME con la zona de lesién en el centro. (figura
14) Las meninges fueron cuidadosamente retiradas y los especimenes fueron
pesados. (figuras 15 y 16) El fragmento de ME se homogenizé en 3 ml de
solucién salina fisiologica (0,9% NaCl) fria, usando un homogenizador de mano

(Thomas Scientific ®, 3431D). (figuras 17 y 18)
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Figura 14.- La laminectomia se amplié para permitir la extraccién de un fragmento

de ME con la zona de lesidn en el centro, observe el hematoma.

Figuras 15 y 16.- Las meninges fueron cuidadosamente retiradas y los

especimenes fueron pesados.
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Se hicieron alicuotas de 1 ml a las que se les agregé 4 ml de una mezcla de
cloroformo y metanol (2:1 v/v). La mezcla se agité en un agitador magnético, se

enfrié en hielo durante 30 min. para separar las fases y se retiré el sobrenadante.

(Figuras 17, 18,19 y 20)

Figuras 17, 18, 19 y 20.- La muestra se homogenizo y se mezclo con la solucién
cloroformo y metanol (2:1 v/v). Se enfrié en hielo durante 30 min. para separar las

fases.

Se tomaron 2 ml de la capa del cloroformo y se aclaré con 0.2 ml de metanol. Las

muestras se realizaron por duplicado. (Figuras 21 y 22)
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Figuras 21 y 22.- Se tomaron 2 ml de la capa del cloroformo y se aclaré con 0.2 mi

de metanol. Las muestras se realizaron por duplicado.

Se determinaron los productos fluorescentes de lipidos solubles como Indice de
lipoperoxidacion de acuerdo a la técnica descrita por Triggs y Wimore en 1984 y
medificada por Santamaria.’'® La fluorescencia se midié en un espectrofotémetro
luminiscente (Perkin-Elmer LS50B) con longitud de onda de 370 nm de excitacion

y 430 nm de emision. (Figuras 23 y 24)
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Figuras 23 y 24.- La fluorescencia se midié en un espectrofotometro Perkin-Eimer

LS508B con longitud de onda de 370 nm de excitacién y 430 nm de emision.

La sensibilidad del espectrofotometro se probé a con una solucidn estandar de
quinina (1 yg/ml) con un valor de 330 unidades de fluorescencia Los resultados se

expresaron como unidades de fluorescencia por gramo de tejido.

Se mantuvo una solucién stock de .68 ml de acido sulflrico, en la cual se aforaba

en 100 m! 1 pl de la solucién de quinina
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Analisis Estadistico

La influencia del 1ISO y de la ARG sobre la PAM y la FC, en ratas con traumatismo
medular agudo se evalué de acuerdo a la variacion de deltas (A) de los datos
obtenidos a los 30 a lo 90 min. después del traumatismo. Las diferencias se
comprobaron por medio de la prueba de Mediciones Repetidas ANOVA seguida
de una prueba de Dunnett, para comparar los grupos experimentales vs. el grupo
contro!. Para el analisis estadistico de la LP, se usé el programa de computo
SigmaStat for Windows, Ver. 1.0, Copyright 1992-1994 Jandel Co. con una prueba
de analisis de varianza [ANOVA] de una via, seguida de una prueba de Bonferroni
para identificar las diferencias entre las medias de los grupos. Una p igual o menor

a 0.05 se considero significativa.

CONSIDERACIONES ETICAS Y LEGALES

Para la realizacion de este estudio se tomaron en cuenta los lineamientos
establecidos en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigaciones Para la Salud (Titulo Séptimo: de la investigacion que incluya la

utilizacién de animales de experimentacion) ''¢
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RESULTADOS

Cambios en ta PAM y FC bajo el efecto de ISDN y L-arginina

Antes del traumatismo a la ME las ratas mostraron una PAM constante 86.5 £ 5.8
(DE) mm Hg, y una FC de 1986.8 + 16.2 (DE) latidos/min. Después del traumatismo
las ratas mostraron cambios significativos en ambos parametros en los 20 min.
siguientes, como fue descrito previamente por Bravo et al, 3 y fueron: para PAM
de 84.1 + 8.7 (DE), y para FC de 183 £ 20.27 (DE), y retornaron a los valores
basales a los 30 min. postraumatismo. Para comparar con estos valores, las
variaciones (A) de la PAM y la FC se registraron en ratas a las que se les
administré ARG (100mg/Kg) o 1SO (5,10 y 50pg/kg/min).

La ARG y las dosis menores de SO provocaron cambios en la PAM no mayores
de 4 mmHg (menos del 5%), mientras que la dosis mayor de ISO produjo una
caida de la PAM de 11 mmHg (p < 0.05). Con respecto a los cambios en la FC las
ratas tratadas con 10 o 50 pg/kg/min de ISO mostraron una disminuciéon de
alrededor de 18 latidos/min (p < 0.05); Todos los otros animales mostraron
variaciones no mayores de 10 {atidos/min.

Los valores relativos a las variaciones (A) de PAM y FC obtenidos en las ratas que
recibieron la ARG (100 mg/kg/mi) o ISO (5, 10 6 50 ug/kg/min) estan registradas

en las (Figuras 25A y 25B), respectivamente.
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Figuras 25A y 25B.- Hemodinamica en ratas después de la contusiéon medulary

tratamiento con precursores del ON.

La diferencia con respecto a los registros basales a los 30 min postraumatismo (A) para la presién

arterial media (A) y la frecuencia cardiaca (B) fueron registrados desde el inicio de la

administracion del dinitrato de isosorbide (1SO) y de ia L-arginina (ARG). Los datos expresados

como la media +/- de |a Desviacion Estandar demuestran una diferencia estadistica (*, p<0.05)
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Lipoperoxidacién

Los AOX que se probaron en este trabajo de investigaciéon demostrafon ser
efectivos en la disminucién de la LP posterior a traumatismo de la ME. Los grupos
tratados con CAT, GSHE y mezclados, fueron los mas efectivos, manteniendo
niveles de LP similares a los obtenidos en el grupo S/L. La LP en los grupos
tratados con MP o SOD fue ligeramente mayor que en el grupo S/L aunque sin
significancia estadistica. El grupo S/L y todos los tratados con AOX solos o
combinados, asi como el que recibié a la MP fueron significativamente diferentes

(p< 0.05) al grupo LES. (Figura 26)
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Figura 26.- Lipoperoxidacion bajo el empleo de antioxidantes solos 0 combinados
En los grupos sin lesidon (LES), lesionadas sin tratamiento (LES), lesionadas mas
catalasa (CAT), glutatién (GSHE), superdxido dismutasa (SOD), mezcla de
antioxidantes (AOX) y metilprednisolona (MP), se apreci6 que el grupo de LES fue

diferente con una significancia de (*,p<0.05)
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Los niveles mas altos de LP se encontraron en los grupos tratados con ARG e
ISO, aunque no alcanzaron diferencia estadisticamente significativa con respecto
con el grupo LES. La adicién de la combinacién de antioxidantes a los donadores /
precursores de ON, disminuyd significativamente el proceso de LP (p< 0.05) si se
compara con los grupos LES, ARG, ISO, sin embargo la LP en el grupo de
ARG/AOX se mantuvo significativamente alta (p< 0.05) en relacién con el grupo
S/L y con los diferentes grupos de antioxidantes y con el de MP. No se obtuvo

diferencia estadistica entre los grupos de ARG/AOX e ISO/AOX. (Figura 27)
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Figura 27.- Lipoperoxidacién bajo la administracion de precursores de ON solos o
combinados con antioxidantes

En los grupos sin lesion (S/L), lesién sin tratamiento (LES), lesionadas y tratadas
con dinitrato de sisosorbide (ISO), L- arginina (ARG), ISO + antioxidantes (AOX),
ARG + AOX y AOX se observa un diferencia con una significancia estadistica de
(*p<=0.05) para S/L, ISO y ARG en comparacién con los otros grupos. Para el
grupo de ARG + AOX una significancia de (*p<=0.05) comparado con S/L y AOX
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Discusion

En 1995 se estimaba en los Estados Unidos de América que la incidencia de!
traumatismo a la ME en humanos era de 30-70 casos por millén de habitantes."®
Considerando los devastadores efectos en el individuo afectado y su alto costo
socioeconémico, esta es un area fértil para la busqueda de un tratamiento que
reduzca las consecuencias de la lesion medular.”®

Actualmente no existe tratamiento para el dafio primario, pero es posible prevenir o
moderar el dafio ocasionado por los eventos bioquimicos que se presentan durante
el dafo secundario. En el presente se a incrementado el conocimiento de sus
mecanismos y se considera que la LP es una de las causas principales muerte
celular en los eventos que suceden al traumatismo de la ME.""®

La disponibilidad de un tratamiento neuroprotector ha permitido darle un giro al
cuidado del traumatismo medulaf agudo. Antes de 1990, las personas con dafio
medular “completo”, superaban en numero a las personas con dafo medular
menor o “incompleto” con una relacién de 6:4. Sin embargo para el afio 1995, esta
relacion se habia invertido.'”” Es probable que este cambio se deba a que los
servicios de emergencia son mejores y mas rapidos, pero se debe, sin duda a la
mejoria en los farmacos empleados en el tratamiento, por agentes que bloquean o
moderan la LP secundaria al traumatismo de la ME.®

Actualmente un candidato que se muestra como una promesa en el tratamiento del
dafio secundario a la ME es el ON, que se identificd inicialmente como un factor

9

relajante derivado del endotelio vascular y % ahora se sabe que actta como
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neurotransmisor.”> 7 7® E] ON se ha investigado principalimente por su efecto

neurotéxico en el medio oxidado postraumatico, a través de su reaccién con el
anién '02', y formar el poderoso oxidante peroxinitrito, "8 de tal manera que se han

hecho gran cantidad de estudios para bloquear a la SON y reducir asi la
producciéon de ON.”® La extensién de la reaccién que da origen al peroxinitrito
puede ser moderada por la presencia de quelantes endégenos de radicales libres

como la SOD, la cual compite con el ON por los radicales ‘0%.%7

Actualmente se reconoce al ON como un potencial neuroprotector en el dafio al
tejido nervioso traumatizado, siendo asi, se ha empleado en modelos de isquemia
cerebral donde se ha encontrado mejoria funcional.’® "' Se menciona que los
efectos benéficos del ON podrian atribuirse a su efecto vasodilatador, ' a su
posible accién bloqueadora contra el dario celular ocasionado por las especies

1'% al bloquear la excitotoxicidad, 2* e inhibir la apoptosis.®’

reactivas del O,
El ON producido por SONn y SONi ha demostrado en estudios in vitro y in vivo
provocar dafio celular, mientras que el ON producido por la SONe por su accién
vasodilatadora tiene efectos neuroprotectores.80

La disminucién del flujo sanguineo medular ocurre después del traumatismo a la
ME y su restauracion es una meta terapéutica importante, ya que la isquemia juega
un papel primordial en el dafio secundario. Esta demostrado que el vaso espasmo,
la adherencia plaquetaria, la agregacién plaquetaria intra vascular y la oclusion

micro vascular estan presentes durante este evento.® Dado que el ON regula el

flujo sanguineo del SNC bajo condiciones fisiolégicas, su respuesta en la etapa
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temprana de la isquemia obedece a una respuesta para incrementar el flujo
sanguineo, 8 e inhibir la agregacioén y la adhesion plaquetaria.”® Por lo anterior
se puede determinar que la administracion temprana de donadores de ON
posteriores al traumatismo de ME puede mejorar las condiciones de hipoxia aguda
y moderar el efecto de la reperfusién. Sin embargo la accién del ON en el dafio
neuronal isquémico a sido controversial debido a su doble accidon como
vasodilatador y como radical fibre.'®

Actualmente se ha determinado que el ON puede tener accidn neuroprotectora,
esta se atribuye a su capacidad de regular la actividad de los receptores sensibles
a NMDA, mediante la reaccién del grupo ON con sulfhidrilos del aminoacido
cisteina, reaccion conocida como S-nitrosilacién. La subsiguiente disminucién en la
actividad de este canal iénico / receptor, evita la entrada excesiva del i6n Ca?",
contrarrestando asi la accién excitotoxica del glutamato.®® % El estado de oxido-
reduccién del ON es muy importante para determinar sus reacciones quimicas. En
el caso de equivalentes de ON+ (ON reducido), la reaccién mas frecuente es fa S-
nitrosilaciéon y por tanto se produce neuroproteccion, mientras que los equivalentes
de ON™ (ON oxidado) son mas susceptibles de formar peroxinitrito y por tanto
funcionar como neurotdxicos.?® La neuroproteccion mediada por ON no solo se
explica por la inactivacion de receptores sensibles a NMDA, también esta
involucrada la sintesis de GMP ciclico inducida por el ON, como se demostrdé en
estudios de neuronas sometidas a estrés oxidativo.>® El ON producido por la SONe
por su accién vasodilatadora tiene efectos neuroprotectores.?’ Asi el ON formado

por la SON constitutiva (neuronal), tiene efecto protector contra el dafio celular
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resultado de la isquemia-reperfusién posterior a traumatismo de la ME, incluso
aparentemente inhibiendo ia apoptésis.®’

Se han publicado diferentes investigaciones donde se ha demostrado el efecto
neuroprotector o neurotdxico del ON utilizando diferentes donadores de dicha
molécula. La mayor parte de ellos se han efectuado in vitro aunque ya hay
publicaciones de estudios in vivo. En cultivo de neuronas corticales sometidas a
excitotoxicidad, se determiné el efecto neuroprotector de diferentes donadores de
ON, observandose disminucién de la lesidn neuronal, de manera concentracién-
dependiente. Ilgualmente se identificé reduccién en la captacion intracelular de ca?*

' En otros estudios

a través de receptores sensibles a NMDA estimulados.™
utilizando cultivo de células sometidas a estrés oxidativo, varios donadores de ON
incluyendo glutatién S-nitroso (GSNO), Papa/NO, Dea/NO, SNAP, nitroglicerina y
ON disuelto en solucidén de Ringer, tiene un efecto neuroprotector, mientras que el
SIN-1 y el nitro prusiato de sodio (NPS) favorecen la citotoxicidad. Se sugiere que
la protecciéon esta determinada no solo por el tipo de donador empleado sino
también por el flujo constante de ON. 3499122

En los estudios in vivo, se reporta que el ON disuelto en solucién de Ringer
protege neuronas de la sustancia nigra contra lesién oxidativa.” La inyeccion intra
vitrea de NPS protege a las neuronas de la retina sometida a isquemia.123 Después
de isquemia experimental en hipocampo, la administracién sistémica de ISO tiene
efecto neuroprotector.5®

Los estudios sobre la accion del ON se efectuaron en neuronas corticales y de la

retina, a nuestro conocimiento el ON no ha sido probado como neuroprotector

53 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




posterior al traumatismo en la ME. Con esto en mente, en el presente trabajo se
determind el potencial oxidativo del ON a niveles que tuviesen la posibilidad de
actuar como neuroprotectore en ME traumatizada. Para tal motivo se buscd
incrementar los niveles de ON en ratas sometidas a traumatismo medular, al ser

tratadas con un precursor de ON (ARG) y un donador de ON (ISO).

Tomando en cuenta su poderosa accidon vasodilatadora, la concentraciéon de los
agentes precursores/donadores de ON a administrar se selecciond al encontrar las
dosis que incrementara los niveles de ON sin alterar mayormente la PAM y la FC
en ratas sometidas a contusién medular. En este estudio preliminar se encontraron
resultados similares a los publicados con anterioridad® en las alteraciones
provocadas en la PAM y la FC en ratas sometidas a contusién medular, tratadas
con SS. Como se esperaba al reconocer su accién vasodilatadora, la mayor
disminucién de la PAM y la FC se observo en el grupo que recibié la dosis mayor
de ISO (50 pg/kg/min), por lo que se determino emplear las dosis menores de ARG
(100 mg/kg) y de ISO (10 p/kg/min) ya que alteraron la hemodinamica en forma

poco significativa.

Con base en lo anterior, se establecié el potencial oxidativo del ON a las dosis
sefialadas y se compard con la oxidacion producida por el traumatismo en si,
observando que no existe diferencia significativa en el incremento producido con la
administracién de los precursores/donadores de ON. Posiblemente esta capacidad
de oxidacion del ON se deba a que al actuar como vasodilatador permitié un mayor

aporte de O, favoreciendo el sindrome de reperfusion.
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Para determinar la efectividad de diferentes AOX (CAT, GLU, I1SO) para
contrarrestar el dafio oxidativo producido por el incremento de los niveles de ON
en la ME traumatizada, se probaron en forma unica, mezclados o afadidos al ON
en el tratamiento administrado a ratas sometidas a contusién medular. Estos AOX
se seleccionaron con el objetivo de inhibir de forma relevante las principales vias
de formacidén de radicales de O, y asegurar un estado reducido en el medio para
disminuir al maximo el potencial oxidativo del ON.

La administraciéon exdgena de quelantes de oxiradicales es critica debido a que la
formacién de ROS se incrementa significativamente en la primera hora y hasta las
24 horas postraumatismo; mientras que la actividad enzimatica de la SOD se
mantiene sin cambios durante todo el tiempo, y a que la actividad de la CAT y del
GLU se incrementa hasta 24 horas postraumatismo. Lo anterior indica que la
funcién mitocondrial, los ROS y la LP ocurren en forma temprana postraumatismo,
mientras que la activacion compensatoria de las moléculas encargadas de
neutralizar a los ROS ocurre tardiamente. '

Los resultados obtenidos en el presente trabajo establecen que la administracion
de antioxidantes exdgenos mezclados (AOX) resulta efectiva en el control de la LP.
La CAT y el GSHE en forma individual mostraron la misma efectividad que los
AOX, mientras que la SOD mostré un ligero incremento en la LP aunque no de
forma significativa, esto se puede explicar por el comportamiento de la enzima ya
que los niveles de "‘O?, posterior al traumatismo de la ME se incrementan a mas
del doble y se mantienen asi por mas de 10 horas."”® En este caso el 0%

mantiene al hierro en estado ferroso lo que favorece la formacién de hidroxilo, sin
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embargo la SOD mantiene los niveles de hidroxilo en el rango menor al convertir el
‘0% en Hy0,, e inhibir en cierta medida la formacion de peroxinitrito.?* *'® Sin
embargo la actividad de la SOD debe de ser interpretada con precaucién ya que se
puede favorecer la sintesis de peréxido de hidrégeno:
‘0% + (H")-—-(SOD) —> Hy02+ H20

Siendo asi que la acumulacion de H,O; afecta el balance oxidativo™® e incrementa
la LP. Es importante ademas mantener bajos los niveles de H,O; ya que puede
interactuar con el hipoclorito y oxidarse produciendo singuletes de 05%° El H,0,
producto de la dismutacién se reduce a H2O por la CAT y el GLU.% De lo anterior
se desprende que en la administracién de los AOX es necesario mantener el
equilibrio en las enzimas antioxidantes. Los tres AOX solos o combinados,
probados en este trabajo mostraron tener la misma eficacia, sino es que mejor que
la MP en el bloqueo de la LP, lo que concuerda con trabajos en los que fueron
empleados exitosamente en modelos de lesién a la médula espinal, tanto in vivo
como in vitro. * 1%

Los resultados obtenidos en este estudio permiten establecer que el control de la
LP es de vital importancia en el control del dano secundario en la ME traumatizada.
Los AOX empleados pueden ser un buen sustituto para la MP, éonsiderando los

efectos negativos que se presentan con el empleo de este esteroide.
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Conclusién

La administracion endovenosa de ISO (10 pg/kg/min) y de ARG (bolo de 100
mg/kg) en ratas con lesidn medular aguda, no produce alteraciones
hemodinamicas significativas. La LP de las muestras provenientes de ratas a las
que se administré donadores/precursores de ON fue mayor significativamente
comparandolas con muestras provenientes de ratas hemilaminectomizadas sin
contusion. Al administrarse AOX (SOD, CAT, GSHE) en forma conjunta con ISO o
ARG en ratas sometidas a contusién medular, la LP disminuyd en ambos grupos
significativamente, a valores en los que el ISO no es diferente del grupo
hemilaminectomizado, pero si menor que el que recibi6 ARG y en ambos la LP es
menor en comparacién con los grupos que no recibieron AOX.

Para el presente estudio es claro que el efecto neuroprotector del ON al favorecer
la irrigacién de la ME traumatizada debe de ser acompafado por la administracion
de AOX en forma conjunta con los donadores/precursores del ON, con la finalidad
de reducir el riesgo de un dafio oxidativo mayor y asi favorecer los potenciales
efectos benéficos del ON como neuroprotector.

Los resultados encontrados en este trabajo, posibilitan que en un futuro sea
posible probar el efecto neuroprotector del ON bajo condiciones antioxidantes que
bloqueen efectivamente el dafo oxidativo producido después de la lesién medular
y su tratamiento con agentes que aumenten los niveles de ON.
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