
UNIVERSIDAD NACIONAL 

DE MEXICO 

AUTONOMA 3 

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS 
FACULTAD DE CIENCIAS 

EFECTO DE LA CICLOSPORINA - A SOBRE LA 

EXPRESION Y ACTIVIDAD DE LA·SINTASA DEL OXIDO 

NITRICO EN TEJIDO MEDULAR LESIONADO DE RATA 

T E s I s 
QUE PARA OBTENER - EL GRADO ACADEMICO - DE 

DOCTORA EN C ENCIAS 

p R E s E N T A 

M. en -c. MARIA DE LOS ANGELES ARACELI /DIAz · RUIZ 

DIRECTOR DE TESIS: DR. GABRIEL GUIZAR SAHAGUN 

Auturil1.1 a la üirt!CC1ón Gt:>n¿ra1 J.:: 51ühOti-.r:., • 
UNAM 3 jlfundu ~n f.71rm:t1::, '=.•ler.:1r,..,n1i:,-:; ~ ·-
con t~nirfn 1C m1 1r.1•·.1!ci ••_r:. 

N<->Mlt~.tr.:,, ~G,,W""'~ cJ.-:tc.J 
MEXICO, D.F ---- - , - -- - -

-~~C~-"""-- ... LC-l1 __ 1), e¡ t. -

;:'::~:;~-~ .. 

A 

AGOSTO, 2003 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

-- ......... 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

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

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

 

  

 



VNIVEl~l<\.I) NAooNAL 

.A.l'T0 NºMA DE 
J'tr,XJ::_O 

lng. Leopoldo Silva Gutiérrez 

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 
COORDINACIÓN 

Director General de Administración Escolar, UNAM 
Presente 

Por medio de la presente me permito infonnar a usted que en la reunión ordinaria del Comité Académico del 
Posgrado en Ciencias Biológicas, celebrada el día 31 de marzo de 2003, se acordó poner a su consideración 
el siguiente jurado para el examen de grado del Doctorado en Ciencias del alumno(a) Maña de los Angeles 
Aracell Diaz Ruiz, con número de cuenta 82359922 y número de expediente 3981114, con la tesis titulada: 
MEfecto de la ciclosporlna-A sobre la expresión y actividad de la sintasa de óxido nltrlco en tejido 
medular lesionado de rata.", bajo la dirección del (la) Dr. Gabriel Guizar Sahagún. 

Presidente: 
Vocal: 
Vocal: 
Vocal: 
Secretarlo: 
Suplente: 
Suplente: 

Dr. Gabriel Gulzar Sahagún 
Dra. Ana Brlgida Clorlnda Arlas Alvarez 
Dr. Mauricio Diaz Muñoz 
Dra. Selva Lucia Rivas Arancibia 
Dr. Camilo Ríos Castañeda 
Dr. José Juan Antonio !barra Arlas 
Dr. Julio Eduardo Roque Moran Andrade 

Sin otro particular, quedo de ustccl. 

Atentamente 
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU" 

Cd. Universita~>D~ª?Jdf1;º' a ~6 de .junio de ,2003 

Dra. ~~·P 0

zdr112: . 
Coordinadora clei Programa 

c.c.p. Expediente del interesado 

.--~~~~--:-:--:--::-:--~~-!fr• 

TESIS CON 
FALLA DE OHIGEN 



_A l'o.1 mlemlro.1 ¿/ comlU luloraf: 

2),_ qa1,,;.t qulza., .S.J.a,w. 
Jnv,.•hvador ::l;t .. Íar 

Un;daJ ck .Ynve.1ligación 'médtca ,m Cnfs,.,.urdacli~ 'J1,,uroló1.-c~ 
J~lllulo 'mexlcano ckf Seguro Socia/. 

2);,.sclor cÍ,, ..!JnveJUgacüln 

J~atuto n,c,.onal ¿ nu,.o!o6ra ~ nurod""''ª "?nanual V.t~cº S"ª""Z" 

::br. Joú J..- .Ánlonlo J¿_... .Árüu 

Jnve•bgaJor Á•ociado e 
UnleÍaJ cÍe Jnve.1ligacúfn rf/¿Ji·ca en Cn/srtnseÍad.~ 'Y/tJurokglc~ 

J...,t;fulo '}'}'/.,;cano dof ..5'efluro SociaÍ. 

::b,. J¡nacw e..,_,,¡,,, Árror­

Pro/e.Jor ~·tuÍar 

::lac"liªJ J., Q,.d,,.,.cª J. la Univsr.Jü:lacl rlacion.a! _Auun.oma da mh,.ca. 

Pro/e.Jora Jau/ar 

~acultaJ cÍn ~J,,J.·o.1 S"per,.oreJ Zaragoza. Unlver.1lJad 'J1ac,.ona.f Áulónotna da 'Jr/sxlco .. 

Para /a reatzacló11 Je s.Jis prot¡eclo 'J ollef'U!r ,,f graeÍo Ja ::/)oclor '-" C,·,.ncla..1 /3io/ógica.1, s.Jluve tecacÍa por "/ C:on.Jpjo 

rJaclotiaf J,, Ciendti ~ J,.c,wl'agta. J<'«gl.Jlro r/o. 1206.S.S 'J por /'a 2Jlrecclón (/f!IU!raf el, ~/,,cfi"o:J cÍn PoJgracÍo Jn 
t.l U,rv,.,.j,.,/u,I n,c,.º"ªt _A"¿;,'°"'ª Je ?1J,1 . .,·co. 

~~~~--:c-:-:::--=-:::-::-:-~~"I''' 
TESIS CON 

FALLA DE ORlGEN 



Quiero expreóar 1ni óincero agradecilnienlo a: 

Jlo:J mietn.bro:J def comité futorafpor.:Ju orientación 'J :Jugerencia:J t¡ue fueron 

importanle:J para 1ni /or1nación. 

Jlo:J mietn.bro:J def jurado por :Ju:J vafio:Ja:J aporl,;,_cione:J 'I co1nentario:J que 

:Jirvieron para enri"i.uecer e:Jte lraba¡o: , 

Cf J1i:1tiluto r/acionaf de r/eurologú(fabÓr~loria de r/euro"iuímica) 

Cf Centro 'médico rlacionaf Y.'Yl1$$$;tº)(XY 
Cf Cenl".o de G:Jtudio:J Ávanzad;,:J(1j,;,i~a~{rJo"./;/ 
Cf Centro de .Ynve:Jligación def Pro'ld~~J-@J.;{#JYiJÁ 
Cf ::br; cJlo:Jé Segovia , Jec. Pa~fa ·1/er~dr~, i':>ra. Jranci:Jca Pérez, 

QJ-B. ffliriam c:Jaramdlo 'I O:Jc~r Cduardo 'Silva 

TESIS CON 
FALLA DE O'ElGEN 



Con. lodo 1ni antor 'I admiración. a Ca1nilo·Jtf!Co::J Ca:Jfa,-íc-da, por ef ªPº'Iº recibido, 

ef in.leré:.11 of cnlu.:Jia::J1rio, fa dedicación .. 'I por ::J~ ::Jabio:J co1z.:Jejo::J t::¡·ue /ueron. 

/uncÍa.111cnlafe::J para mi /orrnació~z, 'J ·para fa ¡.eaAzación. .de e::Jla le::Ji::J. Por ::Ju ª'lªJª 

incoru:Íicionat' en. todo 1n0nwnlo. ?IJl/uc/ia:J ·(;}racia:J. 

_A~fujo:J: 

Jranci:Jco :ban.iol', Ám.airan.i 'J ~ui:J GcÍuardo 

Por ::Ju anior g conipre11::Jión. 

_A~p~ 

/{?.,'Jnaldo 'J maría do lo:J Án.9e!e:J 

Por :Ju 9ran. ªPº'Jº 

_A~ J..,,.nuzno:J 

Jtf!.,'Jnaldo, (;falriel', Juan. Carfo:J, Patricia 'J ?IJl/19uol' Ángel 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



ÍNDICE 

RESUl\1EN ............................................................................................................................. 1 

ABSTRACT .......................................................................................................................... .4 

INTRODUCCIÓN ................................................................................................................. 6 

A11tecede11tes .................................•.••...•.............................. ... 6 

Fisiopato/ogía de la /esió11 tra11111ática de la 111éd11/a espi11a/ ............... . 6 

Excitotá~icidad ./rtzdicalesÚbres:; ••... '. ::._: '.; ...•... ~ •.... ; ..... , •.• ~ ........•.. 7 
: ;:'·.,:·.; _ ,·· .. ,..,~:.: .. ,- :··-." ··:;'· .. 

Estrés oxidativo asociado :Zttral;~tail11edllt-:Zr;~.~; . .•.•. '·· ......•.. ; ........... 9 

Moléculas 6ta1i;;odtÁ1/,s ',;(Z'd;clZiCsÚbr~s;:;:: .. C::::; ............•....... ....... 11 

F11e11tes e11zi111áÍicas ·de ge11erációÍ(de radicales libres ....................... 12 
- ·--= - ---- _, - . "", --~ . - -~ ---· ... · - _. - - - ---- .. , -· - '' ,->·· 

CitotoxicidlZd Y ll~i;;-~/;,";./<:íddd d'idi'6;i"d'o·;;¡/ri:It:J :·,'., :·.: : ........ , .......•....... 14 

Rec111,;ció11 dela .¡,;:ti;;ída-'d d~ú,sol\':J .. ::•:' 
Ge11otoxi;:Úadde1'6~id~ ~;'ii;i;:~~-:L•.:. ;. ; .'C:: .:; . '. •... : . : ......•..•............•.. 20 

El óxldo nítrico ~~~'~ 1'Je~;~;;ót~ctór.; ..... ; ..........••. : ..........••....... ... 21 

Á,}ji~-~i~a)1te ..• : •............ '. ..•••....•.........••..... ; ......•.•... 21 

Apoptosis ................••........ ; ........................ ,; .......... 22 

Ne11roprotecció11 después de 1111a lesió11 

tra11111ática de la 111éd11/a espilla/ ...... ,·.·····;· .................................. . 24 

Factores de creci111ie11to, /ior111011as y Traiispla11tes ..• .............. 24 

Gliosis y rege11eració11 abortiva~: ... \ ..... ; ..... -.................. ..... 24 

Factor de creci111ie11to 11e11ral. (FCN) ... .............................. 27 

TESIS CON 
FALLl\. DE ORIGEN_J 



11 

INDICE 

El factor de creci1t1ié11to derivado del cerebro (BDNF por sus siglas 

e11 i11gles) ............ -............. :-...... : ................. ,.; ....... ''. ..... ;.27 

Factor de crecu11l~i1to bás;é~ dé fosfl~rOblastos (FCbFJ ... ....... 28 

I:Tornro11tis.: .... :-: .... '. .- .. --; ....... : ;:; -........ '.' ...................... • ...... 29 

........ -....................................... 30 

a) Neuro11as derivadas, del SNC, .. .... : ...... : ... ,_ .... ; .................. 3 1 
-- "' 

b) Oligode11drocitos ... \": ................ _ ... ' ............... . -: ............ _ .. 32 

e) Células de Schwa1111 .. ::················:································32 

d) Astrocitos . ........ '· ·: . ... _; .. , .: ' .......... _; ............... ; .. ; ........... 32 

e) Microglía .. , .........•..... ,:: ........ -....................... : ............ 33 

j) Células proge11itora./,,;~Ú'/p~~'e;,citiles (s~em éells) .. i.: ........... 33 
"/ ··- --·-·:·· •.. '..·.·>.'. ·-. »\:"':: ~·.·:· : -·. '~-· ; ·- i.. . 

11) Glia e11volve11te. deibulbo)~lfat~rio (ensl1etiti11g céits.; .......... . 35 
º -· ~ ... ~:· =---é:- F:'·.;;~-~~~:;~:,-:~".~~:~::,;-.--.;.o.~,;--.c--·,--·---· ,_ --·-- -·· ·-- - -- - . - . . --

Farmacoterapia désp11és_d~-~~~'lzÚsid~~;;-.-
. ' >·-<' •.. \ __ ··.'«"•-:·,t.,._>::. - ' -

' < - -·~· ' _ _\ .!;_ 

traumática de l_a!t~'f/!_~/!Z_;~sp.f tf~/)~:;;:,_:.:',;·x·· :. '.: ;; ...................... , .... 36 

Corticoesti;~¡~~/.~:." ... ;'.~'.~~--i~'.: '. ..... '..: .. , .......... • ................... 36 
:'•>'_,·•"e • ~-·<,·~ ••" ~":•"' 

21 Á;,/;,i>ést~,:¡,¡_d:i~(iai~,:-o¡d¡/~): ... :'" .. ; ... : ....... , . : ......... , ...... 38 

A11tago',~~ta5: 1J~ ri~j~t~~e~ -~-~~ioides .•...................... ; ........ .41 

Ga11g/iosldos .: . ._ ... >:: .~ ...... '. ..... '. ..................................... 42 

Reg11/ació11 de ca11ales de calcio .............. , ....................... .. .43 



111 

INDICE 

A11tago11istas o b_loque~~lores_de receptores 

NMDA y No-NMDA ...................................................... .44 

Manejo de las/eiZ~~io11es de la i11flamació11 .... ...................... .46 

Modulació11°·de-1a respuesta i1ifla111atoria .............. : .............. .4 7 

It11111111os11presores ••....................................................... 48 

A11tioxid~11~tes: .. \ ....................•............•..•.......•............ ;.48 

Regulaciówde'la ;;,,tesis de NO ..........................•. " ............ .49 
: .. ·.-· ··-· . 

Otras posibles esirategias ........•.••..................••...•.. ~ .. -~ ....... .49 

Trata111ie11Ío e11 la etapa cró11ica de LTME ..... .•...•................... 51 

Ciclospori11a-A .....................•..•.•... .•...........•................... 53 

Metabolismo .. ' ...•..........•••..••..............•...•••....•.•. • 53 

Absorción ........•..•.......••.....•..•.•.......•••••..•.•.••..•.•. 54 

Distribución ..•..............•.•..••.••............•.•.••••.•..•.. .. 54 

Eliminación ..........••.. : •........ ; ...••..••..........•.......... 54 

Mecanismo de acción de la cic/Osporiná-A ................. . 54 
. . 

Participación de_ la ciclOsporina-A _ -

después de_ una lesión>~ .••........ ~.: .....•..•.•...............•••... 57 

JUSTIFICACION ........................... : . ........... .-..... ; .................................. 60 

HIPÓTESIS ............................................... ; ......................................... 61 

OBJETIVOS ....................... , .. .' ...... ; ..................................................... 62 

Objetivo Ge11eral ..... · ..................................................... 62 

Objetivos Particulares .................................................. . 62 

TESIS CON 
FALLA DE ORlGEN 



IV 

INDICE 

MATERIALES Y MÉTODOS ..................................................................... 63 

Deter111i11ació11 curso-le111poral de la 111á.:.:i111a 

actividad de la si11tasa del óxido 11ítrico co11stitutiva 

e itrducible después de u11a lesió11 trau111ática de la 

tttédula espi11al ............•..•....................•.........•....•....... .. 63 

Deter111i11ació11 de la actividad de la si11tasa 

del óxido 11ítrico co11stitutiva e i11ducible e11 

las difere11tes etapas del ciclo estral de la rata 

después de 1111a lesió11 trau111ática de la 111éd11/a espi11al ............ . 64 

Deter111it1ació11 de la actividad de la si11tasa 

del óxido 11ítrico co11stitutiva e i11ducible e11 

tejido 111edular/esio11ado de ralas tratadas co11 
_ ... -···.··,-

ciclosporitúz-A .•. .............•.....•.•............•.....••.............••. 65 

Deter111i11áC:iól1 de la expresión de las si11tasas 

del 6.Xidi"J.1iÚi-;):~ 11euro11a, e11dotelial e i11ducible 

e11 tejld~ 111edular lesio11ado de rata tratado co11 

ciclospori11a-A ..•.....•...............•...•............................. .. 65 

Descripcióu de técuicas ........................•........... : ........•.... 66 

Esque111a de ad111it1istració11 de ciclospori11a".:.A. : . .• ; ..•.. 66 

Modelo de lesió11 ...... .....................................•.•.. 66 

Cuidados postoperatorios ..................................... 67 

Frotis vagi11al ... ................................................ 68 



V 

INDICE 

Proestro ........................................... 68 

Estro .................... : ....... " ....... ; ......... .. 68 

Metaestro ......... : ............................. .. 68 

Diestro .. ; ....... ,.··': .. ~ ..................... .... 68 - -..... :· ., .. 

Cua11tificació11 d; la activ/d'ad d~ la 

si11tasa delóxid~;;ft~lco .. 

po; elmétod~; ;/,i1;~;};;;L ~ .. : ........ ; ........................ 71 

Determi11acÚ1~~e1Ji}J1',.~~/,¡,idela si11tasa 

del óxido 11Ít~ic~ is:a11) p~r; JV~;;d'}.,/n/ot ........................ 71 

Obtenció,;~~r;~jl~o .... :.:~~ ............ ............ 71 
. ·-·;,· 

Extracción dd'1Cl~fó;'e}~Cit~ta/; .................... 71 

Absorción; ... ;'. .... ; .... : .. : .......................... 71 

Bloqudo de/:u:zj;f,,"inesftedífica .... .............. 72 
--. - .- - .. - .- ----· -···--·--·.,-,·:,·--· .. -,-,. -. . 

Inmun~dete~dl~~)~.:: .. i:.'.: ......................... 72 

Reve/Od;,) ~n~lisis'. .. ,,;: ... . < ...................... 73 

Co11sideracio11es ética; para ef1;5'¡; d~ ai~f;;ifiles e)i la 

experin1e11tació11 .............. .... ; ............. ; ... ; ................................. 73 

Estadística; ........... ;;., ..... ; ...................... , ............................... 73 

RESULTADOS ... , ..................................... ' ......................................... 74 

Actividad de la SONc y SONi .. .................................................. 74 

Expresió11 de las isoforntas de la SON por JVester11 Blot .................... 84 

DISCUSIÓN ..................................................................................... 91 



VI 

INDICE 

CONCLUSIONES .............................................................................. l 08 

REFER.ENCIAS ................................................................................. 110 



RESUMEN 

El óxido nítrico (NO) juega un papel muy importante después de una lesión traumática de 

la médula espinal. Es generado a partir de L-arginina por dos diferentes sintasas del óxido 

nítrico (SON) constitutivas: la SON de células endoteliales (SONe) y la neuronal (SONn). 

su actividad es estimulada cuando las concentraciones de calcio intracelular se incrementan. 

La isoforma inducible independiente de calcio (SONi), se expresa después de señales de 
- ' - ,. . 

estrés. Diversos estudio señalan :que,:.:~(-1:'l9,,J>i.i~Cie te~er efecto protector o -destructor 

dependiendo de su estado red()X~ ti~~' ~~1~iii:~_ cl;l'icle se produce y de su concentración. El 

NO reacciona rápidamente con ~1 ;~clicil}~~p~rÓxido para formar el anión peroxinitrito 

(ONOOº). una molécula _altamel'ite re~~i[~f ~~~· tiene la capacidad de modificar. a ~os 
>---'- ,. - '::.;;_:-

residuos de aminoácidos co~o l~ ci~tbi~a y la tirosina que forman parte de di.versas 

proteínas esenciales en la: fisiologf~d~ i~ déIU1~ nerviosas, además se h~ r~po~a:clo que el 
. ' . • _ .. '. " . • : . . .. " , . . . - -. , .- ~ v··_;_ ~--. _,.. ----.. -- -

NO puede ocasionar 6t~?-~i~efect6~{~f~?t~~!C:~s._c!'-~~-. ~tra• pa:i::_s~i~i~~~~u~. existen 

mecanismos protectores en los _cuales 'et NO.tiene participaCión,'.estOs'inclu;éri la dilatación 
··-;_:;"{/·,_-... ·. • . ,_ ·' - ,, ·:: ·-:o·~.\-.:_,_!~---~·,,· ·' ·-·· .··,~--. ':.')",/: ... 

del músculo liso ·del endotelio v~é:ular,(lanéúrotriÜlsfuisi;sh;;, la piasú6ic:Ú1d-sináptica. La 
- - - ~-:. •: • ,- -:···.~-~ ·=1·'.~-'.=',-~i·.~:c--~·-.;;"-;; <-~-~-~-::.=.::, ':.''"To;•:=i-:-=:·o:.·:<,-,~i":~_ ~ ",--='>:, ".c·~..:.c;;;>.::~::,:,.;~;.;#'.;;'"!"'---':(.-::<;-',:.;:~::~·~··.:~:i~·:~:!.:-'.,·,;;;~·:J . . :~:-_ .. ,:_-_ _,__,_ .o;·_c,._-~ • • 

ciclosporina-A (CsA) un fá.Í"inaco 'inrn1.mosUpreso~' qu_~,·'al ; ingresar al (Cit6;1áslUa de.• la 

célula se une a la ciclofilina cc.F)~ para: ;oriri'ar ef>~~~~1ej<l'c~A:.,c.F:ca:Pai <le irihibir a 1a 
' ·-~"' ',\\:'• • •. :' • ,";,·.: .z -,.:, • • «~." _,. 

calcineurina una fosfatasa_dependiente de·calcio'; ¡:>;;¡:;rnedio.de~est'e n'le~a~ismode_ acción 
~ '·._· · ,·.·, 1 .·-;_ ·\i: :.·(:·: . :;:j::.:"·'f'..J·:,=.~1'·-~.·;.:('\,'."_,· O'..C ::~(~::.'.'..'<·'.~7.\'.:,·; ,.'.¡(:;:·.·~- :.::;· ~'"/-::"-:·_.··/·., : '. ·.' ~.·".;/ ' -. ; 

se podria regular la expresión y activid;,.ci de lh so:N',?y'.pr<lbhbleÍrien'te".di~fui~i:.lir el d~ño 
0

' • " •• -.·' ···' ·-·.,J.; ::,>:•.e·.;,, ···~;·_·.~~···· ''-.:.·· '·'?":!t;-'- ;,·.~·:-,.·-?;··' :~_; 

secundario generado después de- una lesiÓn '· ri1e'cíú'i~~ :' ~arri.c-~·<le'terrnin~~, e(éfecto del 
.. ·,-. -~ . ::--->. .. -·,:::.·' .<;: ·-~··,. • 

tratamiento con CsA sobre la expresión y _la actividad de ambas isoformas de la SONc 

(SONn y SONe) y de la SONi después de una lesión se formaron cuatro grupos de ratas 
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RESUMEN 

Wistar hembras tratadas con vehículo o con CsA a 2. 6 y 12 h después de ser sometidas a 

una lesión- por contusión severa a nivel de la 9" vértebra torácica. La expresión de la SON 

íue medida por el método de Western Blot y la actividad de las isoformas SONc y SONi se 

determinó por el método de Bredt y Snyder (1990): Los animales füeron sacrificados a: las 
. - . ~. - ' ,-· - .~ - -

4. 24 y 72 h después de la lesión~ Los resultados obtenidos muestran que existe una 

disminución del 67% de la activid~d de la so1'J'C:: .;,~ el grupo 'tratado conCsA y sa6~hcado 
4 h después del trauma cuando se cc:iinparti eón el grupo que únicamente' füe lesiC>fiáctó. En 

•" ._._._ 

los grupos tratados con CsA y sacrificados, 24 h -después de ; la '.lesión 'ese. ~b~~~a -- un 

incremento en la actividad de la: SON e: en i6<ió5 iío~ grupo~ (s7%, so% y 3:3~)> Con 
- . ··- - :·y;,_. - . . - . ,· ,. . ; .. ·- - - ... , .. ·' ; . 

respecto a la actividad de la SONi, se obscrVáü'ri dec~errierito' solan~erÍte en'el grupo' tratado 

con CsA 12 h después del trauma:'y•;sacriflc~do á las:72 h: Estos_ resultaclosdueron 

correlacionados cbn el en~ayo de ·w~~t¡;~·;B{óÓ Los ~esultados o~t'~riicl~~- e~';<:i~te -último 

ensayo muestran que, existe 'úil incremento de la_ expresión de la_ SON~ ¡;;;;;_efecto del 
;-, ··: -~ -~ ::· ;-

trauma del 25% y un decremento de -dicha expresión por efecto. del fárrnacÓ~deÍ 66%. esto 

con respecto al grupo contror'c1aminectomizado) en los animales sáC::~ric'.¡~b; 'a'"i~54 h 

después del daño. También pudimos observar un incremento del 57% .en:Ía eJ..p~esiÓn·cle la 
--- - -· -~-::-;t,-- -- . ' -

SONe por efecto del daño y un_ decremento del 20% por efocto de la_Cs.Á: eri-los ariimales 

sacrificados a este mismo tiempo. Por otra parte. se observó un increment_~."en __ ,1á expresión 

de la SONn por efecto del trauma del 41 % y por efecto del íármaco adrn_irÍis~~c;1o:a 2. 6, y 

12 h después de la LTME del 86. 71. y 84% respectivamente cuando rt;éron:~~~l~adC>s 24 

h después del daño. así mismo se observo un incremento en l~'-~~-¿:~si~~--:~~· l·::~ÓNe 
evaluada a este tiempo. en todos los grupos tratados con CsA (62. 82 y 82%>) con respecto 

al control. Los resultados de la expresión de la SONi muestran un decremento en todos los 
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RESUMEN 

grupos tratados con CsA y sacrificados 72 h después de .la lesión (123%. 125% y 126%) 
- . 

cuando son comparados con el grupo controL:· Como conclusión .Podemos decir que: la 
o • • • • • ~ •• 

ciclosporina-A modula de manera selectiva la: expresión Y:' actividad de las diferentes 

isofomms de la sintasa del óxido nítnc6 eÍl lo~ distlnto~ ii;:,rripos evalUadosdespués de una 

lesión traumática de la médula cspÍna1 .. 1C> que podrl{terie'/ cie~~()~ b~néficos durante el 
. ' ' . ··. . ·" - . . . 

daño secundario. ya que, el NO. tiene .. funé~ones div7:sas·y su efecto,neuroprotector o 

citotóxico probablemente depende de su· conéentración. estado redox y tipo éelular. donde 

se genere. 
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Nitric oxide (NO) plays a n1ajor role after spinal cord traun1a. It is gencrated from L-

arginine by two distinct calmodulin-depcndent constitutive nitric oxide synthase (NOS) 

enzyn1Cs: NOS from endothelial ccll (eNOS) and neurons (nNOS) whose activitics are 

stimulated by increases in intracellular calcium, and a calcium-independent enzyme 

(iNOS), which is expressed after stress signals. Many reports show that NO can be .either 

protective or destructive depending on its redox state, cell type.:where it is pr.oduced and its 
• - .. - >- ' ••• , ' ' - • ' -· • ~- ._ - ••••• _., 

concentratio.n. NO rapidly reacts with superoxide radical .to·form, peroxyriitrite:anion 
... -'" ·. ~-. - . ".< .... , .·- . . ·:,-

(ONOO-) a highly reactive molecule. It can modif"y cysteine :and tyTo~irie residties in 

neuronal proteins among other deleterious reactions: Pr6t~~ti;e effects .of ~O i~cltide 
relaxation of vascular endothelium, neur6transmissi6~ ~nd ~).napúC: pla;,tÍcity: .Ón the basis 

. ·- . -·· --- .. : -- . ·... -. ' ·- .. ''.' . 

of its mechanism of action, cyclosporin-Á. ((;~?,)~· ~ imITI~nosupi~~:ive agent, may 

rnodulate the cxpression and a~tiVitiCS.-~fNÜs: aild;tht.i.~~--pl-Oiect agafnst:~~ecoiidai-y,dámage 

after spinal cord inj ury .. In order to dete~i~~ t~d ~ffect _()f CsÍ\.t;eaillietit uion ~~pression 
and activitics of both cNOS (nNOS, eN()~)ia,n~•~j~C)s;aft~;_Cs~i~al co;d'cs{:))njury; .. 4 
groups of female. Wistar adult rats 'W'.ere tre~ted ~ith pithe~ _.Yehicléoi:;. c::;sA.J2,'·.~ 3.rid 12 h 

after se trauma by low .thoraciC: cont~si~·l"l . .Ex;j~~~i61"1c'~~s~rissaid;b;-~~ste~ .blot 

method. In addition cNOS and :iNOS ··~6tiJitici~:'\Vc'r'e as~~y.;d .1:))1.(tiie\Bredi~<l:,~~yder 
·"} 

method (1992). The animals.'-yere .. sacrifiC:¡;:cl ai,4, 24. ai'iciL72_i1~f1er.sC:?.i.~j~ry'.;Results 

showed that· in ·.the g~6u~·tie¡t~~ ~i'il1.é~A·~··sig0~ric;~t.:a;d~~~~.~t.6?:~ '¡~:ihe ¿o~·~Úill¡ive 

.·_;c_;:_ 

NOS activity át 411. after the lesiori '-vas obserVed C:on1pared io'lnj~ry-alone./Animals treated 
• ·• -·: • • -- -·- •·. '._- ·• ', • -~- ,. : '; .•. ·=- ··--·--,_::. '--o. ·.o,-,.··- ·, ;· .. ! ·- ·-,.o ..• ' • ~'-·.- , • :_--ó-.c'' _·_<'o '~.- ·-':C •·o •..•• _.·.·-'-_o;~; ~;o-: ~ .. ' _':; JL • , .--, '."."·.- '·--- ,:.:o.'. 

50% and 33%). iNOS activity was decrcased by 39% at 72h after the lesion only in thc 
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group trcated with CsA 12h .after_ the spinal cord injury. Finally •. those __ results were 

corroboratcd with the assay-ofwcstem blot. The resulis of"the last assay showed an increase 

in the expression of" nNOS as an effect of" trauma (25%) -and •a. decrease of" 66% against 

control. by cffect of" CsA in thc animals ki!led 4 hours after lesicin.' wei 3.Jso observed an 

increase of" 57% in thc expression of eNOS due to lcsion ~d a decr~~~d ~t '.2.0% after CsA 

in the animals killed at that ti~e._ On the other hand, 3.n increas~ {11 i~~- n!'<b~ expression 

was observed aficr traumii (41 %) arid ais6 bycffect-CsAadministcrcd ii't2.; 6 anct·12 h after 
. -·. . - ... -·· ... ·. •:">:· ,._,_ .. _: ·. _. -· 

se injury of" 86. 71 and 84%, re~pe~tively; when cv3.!uated. :Í4 hcmrs ~ft~~ ~~e le~ion. An 

increase in cNOS was a!so observecl at that :;~.e in ali of" the gi:c:>~~s trea!é_d with C:;A(62, 

82 and 82%) against cóntroCR.;~Í.Jlt~ ¡,¡ th.; éxpré~sion of" iNos:511ovJ.a d.;cr.;~é ii{án of" 

the groups trcated with CsAand killcd 72_ hoúrs ~fter<les.ion c1i3..·}~5(~~ ¡26%) as 
: : ;· - <-··-::-_.;,_ '~:·_~-; • :·' "" ~ -- ·--

compared with the control. gróup; As a. concl_uslon:• CsA mociu!ates iií- a:_selective 'vay the 

cxpression and activityo~ the ditf~rent.isofo~~ of llitri~ oxicl~'s~t~k.;atthe different 

times evaluated after spinal cord traumatic injury. ,This-ef"f"ect_ may_be neuroprotector after 

lesión. 
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INTRODUCCIÓN 

A 11tecetle11 tes. 

La lesión traumática de la médula espinal (L TME) es un problema de salud pública muy 

complejo que afecta en la mayoría de los casos a la población en edad económicamente 

activa (20-35 años), tiene profundos efectos económicos. físicos y emocionales, se estima 

que el costo anual de atención n1édica para todos. los paciente_s. con tra:-imatismo medular 

rebasa los 6 billones de dólares ~n los-~fit~dós/tJ~id'?s {~erkowitz{y:\:61s,'1~?2) En 

México, se ha reportado que 13. in~ide~éia 3.n~al<de traÜriiati~fu();'~~d;:¡ár~;~ ~ri e!Distrito 
.. ''·''. '•-::.:·· 

Federal es de aproximaclame¡.;:te > 18. I casos por tnil!Ón de :·habitantes/ (Párdini, .. 1998) 
,, .. -~ -

mientras que en los Estados Unidos se ha estimado que. c:Xisten. aproximadamente 20 
·.·· ·._: . .. . ,- ·:·,,-:-,_ ·:,· ·-. '.-, ·. 

nuevos casos por cada ·millón de habitantes por año, no obstante ·esta información, en un 

estudió realizado por Zeiling.y cols., (2000) se demuestra que esta incidencia podría ser 

hasta de 27 .1 casos por millón de habitantes. 

Fisiopatología de la lesió11 tra11n1ática de la !"édula espi11a/. 

La físiopatología de .la LTMé .. agucia iñvoli.l'cra una complejá cascada de eventos que 

comprometen la funcionalidad neryiosa por debajo del _sitio de lesión; Esto se debe a una 

gran muerte neuronal y ran3. ~6ria.1;cC>·n~o resuli3.do del daño provocado. 

Después de producirse ~na L:¡:~E '.~~i~te una baja capacidad de re~eneración espontánea de 

las fibras nerviosas.debidapriricipalmente a la presencia de diversos f~ct~~~sin~ihidores de 

la regeneración que son sintetizados después del trauma, así corno·: de ;Url inadecuado 

balance en la producción de diversos factores tróficos (Taoka y Okajima. 1998). 
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Por otra parte se __ observa __ daño __ en __ Ja __ mierocirculación: .-Y ~-ruptura __ de_ J_a __ barrera 

hematoencefálica creando un microambiente ·:dañino>quc,:lleva a Ja- _destrucción del 

parénquima medular. Finalmente es importante O'rn~rl~iC>1iár qu'?' los;e~entos -bioquímicos 
'·''., -

iniciados inmediatamente después del traum~J~~i~r~~;--~~p~l; ;~~U~\_¡n_;~;Ü~ante -en este 
,- ·, '; ,..,.,-.- ":. -~.::_-_:.,, __ , 

proceso. la pérdida de la regulación iónica. ql1e llev~a: la:~l1~í:>ensiÓndélimp{i1so nervioso y 
-.. ···,·;;:.'---· _,_ ·· .. -·-. ·"•-" ·.-- . ' ... ;. 

a Ja formación de edema. (Lemke y cols. l9S7;':-YC>ú'ngyXoreh.:;;l986); elincremento del 

calcio libre intracelular. que activa diver5á:s-prot~:is~\yJoÚoiipa5as que á su vez destruyen 
.·, -./',. .---..:;-·, :·.,:~ .. '_,,:: ~ '•. --

los componentes celulares. como la mielina;',' fávorecié'rí.cto-,-un -proceso desmielinizante 
-· -: <r-" . ~ .. - .'.''. :,.. ;: 

(Balentine, 1988); la liberación de grandc:s·cántidades deglutamato y aspartato originando 
-·.; .. _ ': -, - ~._:. ; - ·-: ·:-~ ' 

una intensa sobreexcitación de~ lá:s
0

'nélli'c>1ias\viabÍes/ fertómeno que se conoce como 

excitotoxicidad. (Faden y Si~on;d9,8S);-ei; ~s'tr-és- Óxidante. estado donde se pierde el 

balance entre la generación de radÍC::al~s lÍbr;,;s y i~'c~p;_cidád de las def"ensas antio,"cidantes 

(superóxido dismutasa. catalasa; ~lutatión peroxiclasa •. eic.) para contrarrestarlos (Braughler 

y Hall 1992; Siegel y cols .• 1998). --T~~~s estos eventos promueven la muerte celular. ya 

sea por apoptosis o necrosis. 

Excitotoxicidad y radicales libres 

El glutamato es el neurotransmisor- excitatorio más_ importante que se encuentra en el 

sistema nervioso central_ y juega-_un papel.predominante.en la-transmisión sináptica-del 

cerebro. se une a tres clases: cte' re~eptor~s: Los_ metabotrópicos(mGluR). Jos activados por 

el agonista N -Methyl-D~aspartato (Nr...:ibA-) -~ltámen~e regl1Jados por más de seis ligándos 

endógenos. (glutamato. glicina. poliaminas. Mg+. Zn2 +. e H+) y Jos activados por el ácido 
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propiónico a.-amino-3-hidroxi-5-mctil-4-isoxazol (AMPA)/kainato (KA) (Siegel y cols. 

1998). 

Después de una L TME se observa liberación de glutamato en grandes cantidades generando 

un estado excitotóxico; que. lleva .a. una excesiva estimulación de sus receptores. y como 

consecuencia al incremento en ·las concentraciones de Ca2 + intracelular (Choit •. 1995). 

Durante este proceso se inicia la cascada de activación de las prote.ínas cinasas, alteraciones 

en el metabolismo y la generación de radicales libres (RL). Muchos de estos eventos inician 

tempranamente ocasionando' la. muerte· celular. La elevada concentración de Ca2+ activa 

proteasas de cisteina como la calp~ina que daiía el citoesqueleto; además son activadas las 

endonucleasas que rompe~;;~1.':tADN :disparando .·los procesos apoptóticos o de muerte 
.. ·,·<:"'" '.;'.' 

celular programada. Este incr<:lmento de calcio: desencadena la activación de cinasas, 

especialmente las ~i.i6:·~·c;;:;' dependientes d'e .· Ca2 +/calmodulina y las dependientes· de Ca2+ 
\ .. -· . ..· '. 

que modifican' .. :: ·muchos canales iónicos. algunos receptores como:· los NMDA~ los 

AMP A/Ka.in~t~)y los canales iónicos 

concentración: de Ca2 + intracelular. 

a. voltaje ;_¡';,_cr~mentando la 

Por otra parte se ha observado que durante el·estaclo exci{~;~xkc>'.:se genera .un desacople en 

la cadena transportadora de electrones en 13. ;riii:o'coriciri3. cC,ñ la ~i.ibsC:ÍcueO:tci generación de 

más RL (Reynolds y Hastings, 1995). Reciárit~s;est~ciiÓs}iridicárl;C}u~ la,activación de 

receptores NMDA y AMP AII<A·, ÍJ~t'~~n~ T~~i~{l~ ;·~x~i.~b~o.~iC:id~~.~~: c~~t[ibuir a 

incrementar los procesosneuroclégeneraiivos después de tina lesiÓn'fraurnáÚcade la médula 
- • - •• : ' • " • • • ·:;. • .< - • ~·. • '--·-.:...:. - ·_:;;.;_: -- -

espinal (Feden y cols. 1988). El ~~c~his~(, de irlÍ.J.~l"te he.:irbnal'.cll~birado'µo; gl~tamato se 

cree que es típicamente necrótico (Choi, 1996). pero el glutamato también puede inducir 

muerte por apoptosis (Portera-Cailliau y cols. 1997). 
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Estrés oxidativo asociatlo al tra11111a 111etl11/ar __ c e-.--

- . 

En la mitocoridria se· neva a cabo la sin tesis ·de A TP a: ~ravés de, la fosforilación ~xi dativa, 

en este proceso,. el o~ígeno (02 ) es reducido .ha.Sta H 2 0. El 0 2 a~epta electrones uno a la 
. __ --· ,· . - .· .. - ·. _··:,. : . 

vez, en un evento secuencial, generando- anión supe~óxido _ (02 ;), peróxido• de hidrógeno 

(H2 0 2), radical hidroxilo (OH.-) y agua. En condiciones normales la formación de especies 

reactivas de oxígeno (ERO) es probablemente menor al 5%, sin embargo esta producción 

puede incrementarse, cuando la concentración de Cá.2 + o Na+ aumentan súbitamente como 
. . 

respuesta a un everíto excitotóxico ·(Dykens, 1994), un exceso en 0 2·- puede llevar a la 

formación de muchas otras especies . reactivas,: inclUyendo -OH. y radicales libres de 

peroxihidroxilo (Ol·hº). A pH fisiológico el· 02·~ tiende á ci'ismutlirse formando H 20 2 y 

oxígeno, a través de.-·1i1s div~rsas isofo~as de l~_emd~a ~~pérÓJ(id~ disn,;utasá(SOD);el 

I-h02, es destoxificado, por la cafalasa, enzima que se e~ctief¡triibC::ali~iidapBn~i~al~ente 
r,• - __ ·_:,·· -·~~-·~ ~--~)·; 

en los peroxisomas, proceso que también es catalizado por Ja gll.liátióíi p~rÓ~Ídasá; •- . 

El H202 no es un radical libre pero puede fácilrrlenti d¡t~Üdi;~;;;i_iii~és #:7; ~1i'~ci~branas 
biológicas con un diámetro semejante al 02:~. as'{ C"si~';;'jj'u~d~i?i~fi~i~.~~-(I~C,-~i~Ótó;:;icC> 

. " .. :\":·¡·, ··:~·;·>:Jy:::. ,, .. _ ,'·:-.'~. 

en sitios distantes de su generación, la reacciófi ·~fitre'~~stas.éló1;rnb1éd'uias:s.; a descrito 

como la reacción de Haber Weiss, procesó en el que se favorece l~~~dd~c,~i6:i'ldel radical 
,_-'-. :-.. -_.:--::_;'.<_-::_.·:·:- ,_~:>>·-'·_:_'.~··.\.,'.';'_'·.~.:; .. ·_. ,. -

01-r, altamente reactivo, cuando el H202 se encuentra en pi:es~Íicia:cli;~~:t~l~s:d~'ír~nsición 
·.:. -· '--.. - _,. . . ·._,_ --·- -·' - -" ::.···.--~- ',_-__ ._ -

--··'> 

como fierro y cobre, se generan altas concentra~iones cÍ~· OH'~. ri traVé~ d~ la reacción de 

Fenton (Aust y cols., 1985), sin en1bargo no todos los n1etales se encuentran libres. existen 
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algunos unidos a proteínas, con10 el fierro que_se_une a la_ ferritina._ en ___ esta ,forma ,el fierro 

no cataliza la reacción para fom1ar radicales libres." -,e 

El radical 01-r es considerado el m:is I>k~ente o~id~nie en los sistelT}_as biológicos. por su 

alta reactividad, el Off-, tiene una:vida rnedia'cort~/y~dolTlo'éorisecuenéia es,lirnitada su 
.. . .. , ..• ' . '... . . 

capacidad de difusión (aproxhna~~~~l.e Ó.Oiiaei'di~~t~~;ae ·1a proteína); Cxistenalgunas 
~·-·,.···.~;_<'J.',·._,._ ... ,·,, <•,;• ,-··,·~ '•':-._·::~V:, :_., ' 

defensas antioxidantes :que·- tienen'! la\éapaCÍdaCÍ :_,de 'atrap-ar, estcrádicaI;~ cciITlo son la 
·.fe,' -,:~-<';:;:·~.'.,, --~·;·.-,~j:.,.'.J.¡;:,c.-;;;.c;... .... •, ·._, :,_.~ .- "\,' '-\Ó' ,-.~.:._ 

metalotioneína uná. proteíria: iri'.tfiC:'~1ii1'a'r_ d~ bajo' ~es6\m0Je6ul~:q-ue;,c;¿11,5tá'.c:le -6 I .- a_ 62 
-,.- ;4 >.~::-~ ·-:/·>~'-' "'·"':..··¿'.:~·~·-,: .·;/~.;.,"- y._,, )·. 'J•-..:i_·.·-:· -·-~·> 

residuos de aminoá~idos 'no aroni'ádcos; cc>'n 'gt:an dontenid·ó- de ¡;isteÍn~ (2s::-3'0%). Estas· 
·- ~-.'..·'<;·'.'._-,;5 -. - "'--·\.:·,·,.:---•: __ , ~:; 

cisteínas no forman puentes disiilfÚro Y, tiene alta afiniéiad;por.Jos rnet!lles; se encuentran 
__ .'_,. ... -··,-,~''· ;· .•,.'-.:·, ._ .. ," ·~ .· '- ··.·:.;,,:,,,··"'\ " .. "·o.<-,_,'>.\,·-.·,,,-.-.'r.·:,, · ... -' · · 

unidos de 5-7 átomos de.ziric;ú2.ictf:'c'6bre '(,' 7 átornos~<l.;iC:ciéíri'.iio-'pc;·;·'rnoi·.deproteína 
'. ·~,' '·.':.; . '.',' ;,;· '\ :. ··. 

un potente atrapador de r~C:iicale~ C>H-(Mohának:U:mar y.Mur~Iikrishr13.Ít, 2000). así como 
.:~:. _ _''-~,· -·~' ·»'-.;"·,- '.-..:.-'..·~:;·~· --~- : •. -~:-_;. -~· 

el a-tocoferol (vitarni_na. E) y el ácido ascÓrbico que re:ilcC:ic:>ri~ dir~ctaÍ11.~ntC:: C:C>n C::LOH'~ 
-.·. __ e~.\.;::' - - _-_ o-o-¡·.o:---~-- ~ ·-,,,_ 

para formar productos más estables, se sabe que el Clr.-to~6r~~~bJ.~~~~ie'ri~ ~1'<la'.iio 6~idativo 
'·. ·.· ·---.·- .. '·' .... - ,. .. :·_ '· 

"'··.:.~~--;. 

de los ácidos gra5os poliinsaturados y de proteínas .con•altos:-conténidos:s'dé'•giUpos tioles 
-, ~--- •• :;·. :-; _-,-o;;-·•-;""_ -; ..:_. ·:: 

un atrapador soluble en agua que es requerido como c'o:Íactor de 'v~as hid~oxilas:ils (Padh, 

1991 ). mas aún el ascorbato y el a-tocoferol pueden actuar: sinér~iÍ:~ent·e_ en Ja inhibición 

de las reacciones de oxidación. 

Finalmente se ha reportado que el óxido nítrico y algunos donadores de NO· que tienen 

nitroglicerina pueden suprimir la generación de OH.-. in vivo e in vitro (Mohanakumar y 
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cols. 2002). además indirectamente la acción de la SOD. peroxidasas y catalasas previenen 

la formación del radical hidroxilo. 

ftfoléculas blanco de los radicales libres. 

La lipoperoxidación de las membranas celulares puede iniciarse al estar en contacto con el 

radical OH··, que tiene la capacidad de sustraer un átomo de hidrógeno de los ácidos grasos 

poliinsaturados. El radical carbono (sin hidrógeno) puede reaccionar con el 02·· para formar 

el radical peroxilo. y este a su vez puede sustraer un átomo de hidrógeno del ácido graso 

adyacente para formar hidroperóxidos de lípidos y así de esta manera dar inicio a una 

reacción en cadena, causando alteraciones en la fluidez e integridad de las membranas 

permitiendo la salida de los iones y originando la perdida del potencial de membrana 

(Facchinetti y cols. 1998). 

Las ERO tan1bién pueden oxidar diversas proteínas alterando su estructura. con este 

proceso se inactivan diversas enzimas. receptores y proteínas estructurales. Los 

aminoácidos que contienen grupos tioles corno la rnetionina. la histidina y el triptofano. se 

oxidan de manera preferencial. Dicha oxidación puede estar involucrada con la regulación 

y función de los receptores (Lei y cols. 1992). además. las proteínas que han sido 

modificadas por oxidación son más susceptibles a la degradación por proteasas (Davies y 

Goldberg, 1 987). La ruptura de las hebras sencillas o dobles del DNA. el entrecruzamiento 

de DNA-DNA y DNA-proteínas así corno la modificación de bases puede ocurrir corno 

consecuencia del ataque de los· radicales libre (Teebor y cols. 1988). De las cuatro 

diferentes bases nitrogenadas del ADN, la tirnidina es la más susceptible de sufrir 
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modificaciones por oxidación, en la. etapa temprana de daño al DNA, se activan. varios 

procesos de reparación, que incluyen a la poli (ADP-ribosa) sintetasa (PARS). Esta enzima 
' . 

transfiere monómeros de ADP~ribosa del NAO a las proteínas asociadas á la. cromatina o a 

otras moléculas de ADP-ribosa pára formar polímeros. Una gran cantidad de proteínas tal 

como la topoisomerasa, la•DNA. y la .RNA polimerasas;·DNAligasas ;·endonucleasas 

pueden ser poli-ADP ribosiladas Cyirág y SzaJ~ó, 20Ó2:). La ~ctl~~ción ~e PARS bajo 

condiciones de extenso dáño al DNA puede' causar.iuna•.rápida. disminución del NAO 

intracelular, lo cual genera 1.lr1 alto.~t:'>nsuÍno cle':ÁT.P:.pi.ief> 'se' sabe que, por cada molécula 
' .'º:::<::~~ .·.'·, 

en grandes cantidades en el núclc;:o •. se 1.l~(:i:i'~~(;:ll~ ~iiicI~des de ADP-ribosil a las proteínas 

nucleares, . é~ta a6tivaeión pu~d~; lle~á:r k:' u-¡.{~ ~ábi~a · disminución en los depósitos·. de 

energía. ~eha o,bse'~ad~ e~:~41tiJÓs;Hc::~~l~l~.r1~uronales un incremento .d~_.l¡a~tivación 
de P ARS .. al ádmi~isirai:.d6sis~tó1~dai_ ~e;~l~;~a~b o en presencia· de donaclore~. de NO 

··:?· __ .. ·::: ~--·:: .. --::X·· 

(Casi y cols. 1994; Zhang'y cols>l994).'A~íla•AoP:_ribosilación desencadenada a través 

de la fragmentación _del'·J:>:r..fA:dui:-ápte ~l ·~~trés;(),(idan.te~y, la acti~::tci~ri de P~~· puede 

llevar a una severa baja energéiica; ~J~#~e~e C:~Í~I~(JJ¿'iwson y D~~~on, l ~95). 

Fuentes e11zimáticas de ge11eració1~ de radica/~s /ib~es. 
'": ".· :-_ . - --~, ,; ; . ' 

La xantina deshidrogenasa (XD) se encuen.tra loi;::alizacla principalmente en el endotelio de 

los vasos sanguíneos en el cer~bro. (Terada y col~. 1991); esta enzima cataliza la oxidación 

de xantina a hipoxantina hasta ácido úrico. La XD, transfiere electrones de su substrato a la 

NAO, y así de esta fom1a no se producen radicales libres, pero la XD puede ser convertida 

12 



FUENTES ENZIMÁTICAS DE GENERACIÓN DE RADICALES LIBRES 

a la fom1a oxidasa (XO) de manera irreyers_ible port111a_prote~!i!;i~ lii;rtit~9a o:de 111anera 

reversible por una oxidación química o enzimática de grupos Üoles ( Della..'.Corte:y.Stirpe. 

1968 y 1972) y producir 0 2 ·- por transfere,..-ciáde e1~6tron~s-di~~~t~.;~teri16~ígeno. En 

diversos eventos como la hipoxia (Teradáy col~~j9gi); 1ri•isqtl~mi~~r~p;;;~f~~iÓn (Engerson 

y cols. 1987) y la excitotoxícidad (BateHi y cols: 19·9~{~~ p;6~~eve l~ :~~~ersión de XD a 

xo. El uso de antagonistas de xo han demostrado'tener efectd iie.:irdproteC°tor en modelos . ;·-·, __ ·: . . _,, ,· .. ,, .. ,.. ..... -, .- . <·- ,._ ,·, <- '::,, .·, ,- -· _., ,!<;' •. ; -·' 

de excitotoxicidad tanto ill vitro cb~c/Úz :;_;¡,;c,• CFacchinetti y cols: :1992)~ así' mismo se sabe 

que los inhibidores deXÓ scin ~apaces de Sllprimir 1::i gen;;;;~iÓn de. r~di~ale~ libres en un 

modelo de isquemia cerebral en r~t~C~'R~ganycols. ¡~9~). ·' 
Durante el proceso de daño :~ li~~ra ácido araquid<lni~~ es~erifid~dd. 
rompimiento de las membranas lipídicas por Ja activación5I~ l~·fosf~lÍ~~~~ 12 (PLA2). Una 

vez que es liberado el AA ejerce diversas accÍC>~es biÓl~i;~~,ii~~t~y~i~~ ¡i{~odulación de 

la liberación y recaptura de los neurotransmisores así ~o~ci-i~-~d~·1.G~~i~~ ele fa actividad 
- -- . -~ -. -· - .. --·-· --·;.-<--· - -----.,:_,·-.-~: •··-· .-;:~~- .. :-·:;, .. ;·:._.:;· __ ·_:~~" '--. - -· -

de canales iónicos y proteínas cillasa5. E.CM sir"1~_'como'J~e6l1rso~ d.; eil::os~c:>ictes, ya que 

este es metabolizado por la ciclooxike~~s~;: Íi~C>c:>,¿ige;{Íl.Sa. y 6ii6c~6mo P~4s0 o~igenasa 
' . " ':;::.:- ~ ~!.: _.: "' 

( epooxigenasa), para formar prostaglandimis'. J~Ücc:>triéÜ6s!y, ci:?ó;,;:ido!i''re~pci~Ú~~er{t~ .. Las 
• •"'' ··---: _ ',\ :. - -· >t'. _. ',_ ~;:, ~-:,·- ·~ 'e-; '.'.,--·.e;,--· , • .' 

tres enzimas producen 02·" como prodÜctc:>;<l~ sÜ act(vicilici.. Óu~~ÍÚe v~áS ~ondiciones 

patológicas en el sistema nervioso, se ha cohsicí.(;ra.<lo qÜ~ a.1 acti:;,a.~~e'':1a' PL:A; por el 

incremento de calcio intracelular (enzima que esadtl;~cla po; calcio), es ~~;importante vía 

de generación de RL (Dugan y Choi. 1994). ·:~sta vía es explorada •mediante'. el uso de 

fármacos que antagonizan el efecto neurotóxico del glutamato (Ciani y cols. 1996). 

Otra fuente de generación de radicales libres es a partir de la activación de Ja sintasa de 

óxido nítrico. 
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CITOTOXICIDAD Y NEUROTOXICIDAD DEL ÓXIDO NÍTRICO 

Citotoxicidad y 11e11rotoxicidad de/_óxidO l1ítrico_~---

EI óxido nítrico (NO) - es considerado 'uri~- radie~! libre por que ti_ene un electrón 

desapareado, por si mi~~º tiene !:>~Ja r~a~ti~Íd~d y baja toxicidad; se sabe ~ue en muchos 

sistemas biológicos si~~/c~ITl6 ~~h~~j~r<:> intra y. extracelular (Moneada y cols: 1991 ). El 

NO- es sintetizad~ a trávésde uria reacción oxidativa catalizada por la sintasa del óxido 

nítrico utilizando como substrato a la L-arginina (figura 1), diversos estudios han 

demostrado que en el sistema nervioso central existen tres isoformas de dicha enzima. 

o 
L-Arglnlna N -llidrosi-L-Ar,:inina L-Clcrullna Óxido Nítrico 

Figura J. Esquema que muestra la síntesis de óxido nítrico a través de una reacción oxidativa. 

utilizando como substrato a la L-arginina. Observe que existe una molécula- intermedia la N°­
Hidroxi-L-arginina importante en la regulación de la arginasa en el ciclo de la arginina-citnl/ina 

(Diagrama modificado de Hemmens y Mayer, 1998). 

La sintasa del óxido nítrico (SON) es una hemoproteína dependiente de Ca2 +/Calmodulina, 

que para su activación necesita de cofactores como la nicotinamida-adenina-dinucleótido 
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CITOTOXICIDAD Y NEUROTOXICIDAD DEL ÓXIDO NiTRICO 

fosforilada (NADPH), el flavín-rnononuclcótido (FMN), y el flavín dinuc_Jeótido que_ se 

unen estequiornétricarnente, a sitios específicos de reconocimiento. La SON también utiliza 

a la tetrahidrobioptcrina para la transferencia de electrones. Se desconoce su función exacta 

pero es muy probable que estabilice la unión de la L-arginina con la enzima, también tienen 

un sitio de regulación por fosforilación en un residuo de tirosina. Existen dos isoformas de 

Ja sintasa de óxido nítrico (SON) constitutivas, y que son dependientes de calcio: La 

endotelial (SONc) y Ja neuronal (SONn), y una isoforma independiente de calcio 

(inducible) que se expresa en una gran variedad de células y tejidos (SONi). 

SONn o SON-1: La isoenzirna neuronal, está codificada en el cromosoma 12 (humanos) y 

tiene un peso molecular de 160 kDa, se expresa en distintos tipos de neuronas en todo el 

sistema nervioso central (SNC), asi corno en terminales nitrérgicas periféricas 

(noadrenergicas, nocolinérgicas) que inervan el músculo liso y algunos otros tejidos. En el 

cerebro SONn se encuentra acoplada a un subtipo de receptor de glutan1ato N-metil-D­

aspartato (NMDA). La activación del receptor resulta en un influjo de iones de C_a2+ y la 

activación de SONn a través de la unión del complejo Ca2 +/CaM. La enzima fue 

primeramente aislada corno una proteína soluble, pero estudios mas recientes demuestran 

que existe una pequeña parte asociada a la membrana por medio de un dominio isoenzirna-

específico en el dominio N-tcnninal (Grccnwood y cols. 1997). 

SONc o SON-3: La isocnzima endotelial codificada en el cromosoma _7 en los.humanos y 

tiene un peso molecular es de 134 kDa, parece estar unida a Ja_ menibrana y ha sido 
: . • <_.- - . ,_e - • "- .- ~ • :_· - .... -_,_·: _' - .~. ·- -• 

localizada en el aparato de Golgi. Durante su maduración ~u~~~ mo~ifi~~~io,ne~ en el amino 

terminal (miristoilación y palmitoilación) que Je permiten n1antenerse ancladas a Ja 

membrana. Son poco conocidas las señales de regulación, pero se ha observado que 
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CITOTOXICIDAD Y NEUROTOXICIDAD DEL ÓXIDO NÍTRICO 

agonistas de receptores parecen modular._su_. fosforilación. __ a_sí __ c_o~o~Ja~_unión de_ ácidos 

grasos acilados en el dominio-N-terminal.'que resul-tan en Una t~ansloC:aciÓri de la proteína y 

cambios en la actividad o cambios en·s~~ ~ropiecia-des bÍoquímicas·(Greenwood y cols . 
. - ' : - ~ - _·._ -. -; . ' - .. ' ' -: :;.:,: ', - .: ,. 

1997). 

SON-2: La ísoenii~ainduci~l}~~:esf lilcc~larde 130'kDa y codificada en el SONi o 

cromosoma 17 (humanos),'usualrriente nÓ s~'é1{buentr~presénte en la célula en condiciones 

fisiológicas normales. pero se e,¿pr~s~ ~¡ri~ h'éiras de~pué~ de una .estimulación en la célula 

por señales inflamatori~; 1.3.1 ~b~~ 6iio6i~as (interferdn ~. f~~t<:>r de necrosis tumoral et. e 
. ' ... -··· - - ,- . ' : -, -- - - ' . ,. . ·. -- --· ·. - ·~·· " ·' 

interleucína 1 (3), o por é:ridoiClxinas (Hemri;C::ris y MayÚ; .1998): La clave de inducción de 

SONi parece se~ la a~ii,;;~C:i6~'éÍC::1 rl1C:t<:>r ~uclearNF1d3.'SetÍenen reportes que indican que 

2 h después del estim~lo existe un aumento en la cantidad C:le la enzilTla/ 

Una de las pri~~ipale~ ~~rl1c~~rísticas bioquímicas que. distiriguC::ri.3. la sÓNi. es su habilidad 
. . .·-._,, . ' ·. - . 

para unir calmoduliria (CaM). a concentraciones bajas de Ca2+ (::;;;3Ó~), El [Ca2~i está 

normalmente por encima de este nivel, por esta- raión la>soNi 6s: fisiológicamente 

independiente de Ca2+y no es regulada por señales que induzcan un incremento en la 

[Ca2+]i (Greenwoocl y c.ols. 1997). 

Regulación de la actividad de la SON 

Recientemente se ha identificado uria proteína inhibitoria de la SONn (PIN), varios estudios 

genéticos y bioquímicos sugiereT1· ... c¡ue. la proteína interactúa_ con los residuos de 

aminoácidos 165 y 245 de la SONn, la interacción de PIN con SONn resulta en la 

desestabilización de los homodímeros de SONn que inhibe su actividad. Aún más se ha 
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REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA SON 

propuesto .que la PIN funciona interfiriendo con la dimerización· de los monómeros de la 

SONn (Greenwood y cols. 1997). En medula espinal su distribución es escasa. 

Para la SON e se ha descrito una proteína inhibitoria de la a~ti_;iciad llamada ENAP-1. que 

al igual que la PIN interfiere con la dimerización. 

La fosforilación de la SON es otro de los mecanismOs de,:regulaciót1 de su actividad. se 

sabe que en estado fosforilado es inactiva. y las cin~~~ ~ue l~ fosf~rllan son: l~ proteína 
··< - ... · 

cinasa c. la proteína cinasa dependiente de. AMPc,:: la·sprOte:ína. cina'sa' .·dependiente de ·:. < '..'· -,. . .:,.~_;_. ~·-. -· ;' 
Ca2

+ /calmodulina y la proteína cinasa dependien~e :';je·; GM'Pc. (Dawson y cols;, .1993). así 

mismo. el efecto contrario la defosforilación ~ tr~~~scl; la cal~i~e~~~ril is o~ro mecanismo 

de regulación para activar a las isoformas ae la SON. (Mari oca :y cols:;· i'998). 

Diversas evidencias han sugerido·que las·ti~~j~~fo~~sde{~~6r-rü;u:ed~~~~p~es~r en 

as trocitos (Caggiano y Kaig. 1998; Loihl y co1s:,'i'998);·:·rrÍienfras :que '.en· la microglía ·y 

oligadendracitos se ha determinado la expresión' de. sc:>~i :sX1~ériie clS~ hroat y co1s. 
-, _:.._ ~ -: ; :._.:.;~,.,.~'.~t.>~~~;-~~"'-: 

1997; Merrill y cols. 1997)~ Con respecto a .. 1a.JSONná10, existen;datCis firmes de su 

expresión en oligodendrocitos o en microglía. A:<!C:ri:ifui'sC: h~~'Ug.;;'riélc»que'en neuronas 
_.' ->· '-. :::.'. '.-:' ~~;':O::,::.·-·- ' ,: 7 '~-:e~_·;· '"'_;-~-.-·0,-:-7y-.:~ -_::~·;·.;.¡•_ .:, .. · -'·~'_ . -·-: 

sometidas a daño pueden responder a éstiinülos proillhamatOrl6s y µ,;C:d.C:n participar en la 

inflamación cerebral. La expresión de SONi en 'n'eu~6riii:~' h.~' ~id~'.descrÚa en diversos 

modelos experimentales incluyendo estimulaciÓn·~or:citocinas en cultivas·.celularcs· de 

neuronas así como en modelos animales sometidos a daño y neurodegeneración (Heneka y 

Fcinstcin. 2001). 
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REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA SON 

Las altas concentraciones de NO _generadas por la SONi tienen efecto directo a través de 

reacciones como:. nitrosación, nitración y oxidación, el NO reacciona .rápidaménte con 

grupos ti oles (SH), metales y otros radicales libres. 

Una de las reacciones más frecu.entes es con. las rnetaloproteina!i que tienen ~pos heme, 

como por ejemplo .la guanilil ciclasa soluble, el citocromo p450 y la SON. La reacción del 

NO con la guánilil ciclasa produce :un complejo i:iitrosilo-fierro. que activa la formación de 

GMPc. Se.ha demostracio que 1a·cántidad de NO que se necesita para activara la guanilil 

ciclasa es rel~tivamente b~ja; po~· 1() q~~ s~ p()stúla que el NO necesario para este proceso 

proviene d.el NO si~tetiz'~do pci~ l~ ~c:>l'lc (SON~ y SON e). 

La SONc tiene ef,;cto sobre' (:¡;fodci ~~c~l~r y la función plaquetaria~ neurotransmisión y 

una varied~d de'i~t~r~~~i;()~~~i~~e~~el~Íare~;r.'.asi~teraC:ciones~eme/NO con el. citocromo 

p450 que ~s.~i~ ~~Úia de pi:d~e~r1~lqti~ estin i~vol~~~'adiÍ!i en la síntesis. y catabolismo de 

di versas bi6fl1C>1~Jl11~ ¡;{'~();~·~C:_i~~~-gr~si~~· h~;.;.6m1s.• p~ostaglat1dhms: -_ 1.;:ucC>trienos, así 

como ;;n 1a' sinte:~is ·d~ F~riil6n~; posiplc;:·m~iit'6 pbclria regular la sinte~i!i det.es't6~ter6na y la 

degradación de xenobiÓticos (función reaJizada también por algunas proteinasde·la familia 

p450). Estos eJemplos>ilustrmqu~e:1 NO-. puede activar a enzimas COillo;I:?.:~:iriiHI hicí_~;. 
'<"-:;<~ __ :,.,;:; - ':~-~-.;:,-;:-~'º.' --.. --

pero también desactivar enzimas como el citocrorno p450, por lo-que;la interácC:ión del NO· 

puede resultar totalmente difereti't~, depc::ndiendó del blanco en el que: eiN<f irltC::ractúa. 

El NO· reacciona con la'catalasri:i:lu~· e,~ una heme~protc;;ina'. ~} 'cc:irnple,j() Fe,:,.NO previ~ne la 
, '·"' • - • • • - • < - - ·-· • • • .< -.~, -. - - • • • ' • 

mecanismo de inhibi_cióri ocu~ ~e ri~cesita' de \o' ~IS i.:tvi el~ No:. ~;;~c~nt~ación que solo 

se alcanza cuando se activa la SON inducible (SONi) (Wink y Mitchell. 1998). 
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REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA SON 

Por otra parte, uno de los mecanismos cito.tóxicos deLNO·,._es.la.inhibición una enzima 
-. -- . - -- ' 

mitocondrial la aconitasa por acción'-de!. peroxinitrito (No·.:i-02~ ;= ONOO-), además se ha 

reportado que el NO· interactúa con la·citocr~~~ 'c--~~id~: i~ibiendo la respiración 

mitocondrial. En condiciones .de. daño ó ,iririI~;6i~~;-~Íd6~plejo ~ o-:rADH: ubiquinona 

oxidoreductasa) y el complejo. II (~Üc~i;ri~faT_J~iqJ{~ciria ~~idoredi:i&i~sa) son inhibidos de 
l/,;~.- .~' <<" ;·. ¡.'" ·-" 

manera irreversible por el N'O· (Madrigaliy coi5jc,2ób1). Ásí:iiii5;:Jlo s~sábe que la.· 

superóxido dismutasa'··.de···.n~·~~~tw·~~8~-f~;,,i~e 1¿#~~~ri:~~~;~~~--~~~~;;-·bantidii~es en la 

mitocondria (>SµM) ~~~d;;~~;;r;J~( 6~i~~/íi;.riit~t;; 0;;11 'la'. producciÓnide peroxinitrito 

disminuyendo. la citotoxi~idacr niediadiip;;~ ~st~ rri6íécllla; ~in ~ni~ru:i~ s~'.~a:demostrado 
. . - - - ';::>"·· 

activación de factore~ de transcripción coni6 NFKB·--y,:AP.:ip~~};r;:~'.:;dd~~,t~nitraCiónque 

evita su asociación con el promotor. También se\~be-.J~~:'~l,-;:;c:;:~·'~{~'~~¡iz~ ~ la proteína 
• • . ·""• ··,_ ':·· ': '-o· .:'.·.' :·-. -~ . ::,- .>'¡ ·.·'.''·;. ·.' .-: .:;'· ~-·;·~.·--·~-»~·- ·:'.· ··;.''t·\.:-. . •' .. ·. ,: ·, . 

·--'.-;-o,.---:=·· 

proteína cinasa e, y la.lipooxigenasa. La·herne-pr~teína'.'.(ifoi"Oco,¿i~éri~i'(COX)es .. inhibida 
\:,: 

por altas concentraciones de NO-, pero es aetÍ"ad~¡ic>i.b~Jas bori~¿;~tr~ci6~e~.(fi~llra 2). Se 

ha reportado que.·1a. interaccióri ae;1 :NÓ· coí1!6~t·~;;~~b'ta~~~-~BXtWiicii'ii'•ia."'rigt1ación de 

calcio intracelular y~i.~~.c~~()·~~ ~é~~~:~;:"~.~~~~fr~.~.c:i6~i~ti~:~~~~~ .. ~~J~l~.··· ._ 

El NO· puede ,tener dive~sos efectos .•• s~~rc;)~ ~ti7~.~;.~el~l~}~~~~~?~·iriÍciá~dola o 

protegiendo á 1a.s céil1!as de_ ¡~ <apoptosis; esto déµ.;ri<lie;ri;.i¿, ~d.;1:'.'tipo\6.ií1t.11ai,' de su - ,, :.;\:, ''_-',. ,, 
concentración y de su estrido redo~ (Brune y cols. l 99S) (fig~ra 2).·I...~ i:a.~~;~ii.sson blanco 

.. ·,. ,: ·". _:··· -_ -.:.· 

del No· que inhibe su actividad de una manera irreversible (Kim y·cols. 1997). El NO 
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L ..... .,...u..-Ma 

Figura 2. Posible participación del óxido llÍtrico como agente neuroprotector o neurotóxico 

después de una lesiÓll traumática de la médula espinal. MGluR: receptor metabotrópico de 

glutamato; NMDA-R: receptor N-metil-D-aspartato; GluR: receptor de glutamato; VSCC: canales 

de Ca'· sellsibles a voltaje; PLC: fosfolipasa C; PIP,: fosfatidilinositol 4.5 bifosfato; DAG: 

diaci/glicerol; /P_,: illositol 1.4.5; trifo.efato; G: proteína G; SON: Sintasa del óxido nítrico; COX· 

ciclooxigellasa (Diagrama modificado de Siegel y cols. 1998). 
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REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA SON 

puede ser proinflamatorio por que incrementa la liberación de _citcicinas ___ como _:f1'fFCL_ e_ IL~6_ 

En un estudio realizado por Packcr y Murphy ( 1995); ~e_ demostró qu~ el e flujo de Ca2+ y la 

despolarización de Ja mitocondria ocurre cuando la producCió~ de·p-e~oxinitrito excede Jos 

0.99±0.03 nmol/min"1/mg" 1 de p;otcína. que se producen en -magnitud similar en 

condiciones patológicas bz _vivo. 

Ge11otoxicidad d¡,l ó.~ido 11íÍrico: 
_. . .,_ '; , ·. ~-. ;: ~· = .. -.- '..: ::·t~:' . ' · .. -

Una importante _bi6moJécula blanco para las especies reactivas del óxido nítrico (ERON) 

es el ADN. s~ ~Jt~;aci~~ ~hímica tiene import3;Iltes consecuencias. Se ha postulado que el 

NO· asociado é:6n la infla~ación es u~ J~o~abl~ candidato eri lo~ <':ventos de genotoxicidad 

del cáncer ( Liu y Hotchkiss; • 19~5)'.h~xisten ~res p~ten~ia;~~ me6ru1i~n1~s. por los que el 

NO· puede causar daño al ADN.:e1~h~er~- e~~la re~cé:iÓn di~eé:t~'dfi<1~~ ERbN con Já 
;·_,_-

estructura del ADN. Ja segunda esa'tra~és de, la i:riliibición de losprocesos de reparación y 

Ja tercera es a través de la·prodt;cción eje especie~ g~notó"icas (agC"ntes alquilados y 

--
peróxido de hidrógeno). Se ha derriC>strado q~e las ERON causan -mutaciones'- en' céh.ilás 

procariontes y eucariontes. aunque- e/il-Jc). por si-• mismo no ~i6ne.i~i~r~h~ión con 

biomoléculas tal como el ADN o an1Ínóácidos. sin; embargó -el. trioxi~~id~ .• di~it~ógeno 
(N203) y el peroxinitrito. alteran químk~~ente el Ai>N~ Se h'a demostrados que eLNO' en 

medio ambiente aeróbico puede catisa~<ii-7roi~;¡i,-¡•irnto de la he_bra de P-.DN; así como 

desaminación de ácidos nucleic~s (Ciioci~a::-~dehi~a y~uanina) causando mutaci6~~~- La 

desaminación resulta en la conver¿ión -de 'ciÍ:Ósina ·a úracilo. guanina a xantina/inetilcitosina 

en timina y adcnina en hipoxantina. se ha propuesto que la autooxidacion de NO- es la 

responsable de este daño. 
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EL ÓXIDO NÍTRICO COMO NEUROPROTECTOR 

El óxido nítrico co1110 11e11roprotector. 

A11tioxida11te. 

Durante los procesos metabólicos celulares se generan radicales OHº. al mismo tiempo que 

se produce NO", a pH fisiológico se favorece la formación de ácido .niÍ:ros9,(HN02) y de 

esta manera se inhibe el efecto citotóxico ejercido por estos radicales; además p~ede ocurrir 
. . . 

la reducción del NO· y· gene~r anloncs-nitroxil, que a su vez reaccionan con.otra molécula 
' .. -- .·.- ·,,,, . - .-· ·-·· - -

de NO· para producir monoxido de dinitrógeno (N20) e,ciá; Se ha'reportado el efecto 
' ' • -;: ' ' '. • >'• '." • " • ' • -_ ., ., ·.- ••• : ••• • ,._ ·~>·· ,_ -

~ ._.,, 

antioxidante del NO'.. en modelos expeÍ:imentalés de la enfef;neóácl de Parkinson:(EP) y en 

cultivos celulares tratados• eón (MPTP),';üiílizando :donad .. :>res .• d~ NOº'(S,:nifroso::glutatión 

(GSNO), S-nitroso-N~ace~Í1;~~ÍC::i1~ni~ii csi'~P)) ·q~~· bl~~~~a:d 'ele _nrnri~r°i. ~xito~ie1 estrés 

oxidativo, inducido' en est6s mod;los 'de)a:EP. Por.'.otrá parte• el ;tiit'ropiúsia~o .dé· sodio 

(SNP), que .. contiene·.·· fierro; ne> ;bloq~ea •.•. _estc·.proceso,···;a •. p~s.ar::dé·~~e D\a; deferoxami na 

(quetante de flerrojbl~~:~~?·1~:~~~~~;;i{ó~i~e:o!'Í;~·c~6ki~~~~)~oi~/~6'62jJ• .•. 
c.-'";"'.¡_::-.-~~;::~-~~-:',__ ~'.-;' ';~c.··-,:.;~, ·-:.-:_:.'~~~:,-:; ;,·-,·~·,_:i {.:'i;~ -~:<_,., ·\'.~~-~~-~:~:~~~:~·~:)~:~~~'.~--, 

También se tienen evid~n6i~:d6 qu¡;:ei ~á~ fu?Cion~·:c'omo neuroprofector: por _Í:ener··1a 
~ : : -. " _; ·:. _.; •. '" ,:J ,. ~,, 

capacidad de atrapar. racÚ~~J:6s: ol-E a'.sí 60~0: J~;;:a.11:~ ~ca¿¡¡V'i~a~ cd~ ~;,~adi~~i peroxi 1, 
• -.. --~ ·-- _-,.~ -'··';-·:.,' .·.-~,--_. ;oo·.:·=~-~:'':-: .. •.~f-,._, . ~-·· ,',_---~-~---" '-.:,e' ::·,'·."· o: ·,:t;·,·.-'-- -:, < ~ - ::¡_:;J .·;.._,_f~_·.,,; _ _;..·:--' 

con el. NOº mismo; c'ori ·1~·11c;riíoprciti!i1liis, c~ri ~I H;o/y 6()~ ~adi~al~~A~ aminoácidos 

(Mohanakumar y c,oi~.-i6~~).{ . ·.· < ; ; ( .... .. . 

Por otra parte. Kohy ~Óls., (19s'6) ~~¡)()~~rC>ri \:1J~' las neuron~s que expresan SON son 

particularmenteresi~t:~te~ ~1i~"~urocl~~ener~~~~n en la C~felTiledad de.Huntington y en la 
- • • - - • - • 7 • 

ncurotoxicidad' m~di~da: 'por an~inoácicÍos excitatorios, el NO· puede ejercer efecto 

inhibitorio sobre los receptores NMDA. 
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ÓXIDO NÍTRICO COMO NEUROPROTECTOR 

Se ha observado que el NO· generado por la SON e durante el proceso de la inflamación. 

disn1inuye la motilidad de los leucocitos. demostrando que tiene una participación 

importante como antiinf1amatorio (Cirino y cols. 2003). además ti.ene efecto activador 

sobre el factor de crecimiento del endotelio vascular por lo que resulta interesante saber que 

participa en el proceso de angiogénesis. 

Apoptosis 

En un modelo de cultivo celular (SH-SYSY) con privación de.suero para inducir apoptosis, 

se demostró que se producen radicales OH·· y NO· y que el pretratamiento con atrapadores 

de radicales OH·· como el salicilato de sodio. pero no inhibidores de lasintasadel óxido 

nítrico (L-NAME y 7-NI) previene el efecto apoptótico (Tsugunobu y.cols.' 2002). esto se 

debe probablemente a que el NO· en altas concentraciones tiene Ía·capacldad de unirse 

directamente al residuo reactivo tiil (S-) de algunas cisteinas.contenidas en'.:Jas·caspasas 

proapoptóticas y detener su acción. ejerciendo un efecto neuroprotector. 

Contrario a lo que se menciona previamente. Shen y cols .• (1998) reportaron que el óxido 

nítrico puede inhibir Ja apoptosis mediada por TNFa. en células endoteliaJCs ·humanas 

solan1cnte cuando se encuentra en bajas concentraciones. 

Recientemente se ha reportado la participación del peroxinitrito como una molécula 

ncuroprotcctora. capaz de inhibir la apop;osis desencadenada ·por Nc:):·(c¡~e disminuye el 

glutatión reducido). en cultivo de n~~r;;nas. El pe1:coxinitri¡() estin~ula _l~"íi~6\~~ pentosas. 

por medio del incremento de la activi~ad:de la gluco:·~ 6 f~G~i¿.~~:l~idr~~·~~asá; ésta 

activación genera un incremento en las concentraciones de NADPH que es un cofactor 

importante para la el restablecimiento del glutatión reducido (GSH) (Garcia-Nogalcs y 

.,~ 
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ÓXIDO NÍTRICO COMO NEUROPROTECTOR 

cols .• 2003). Se ha reportado la_ muerte de astrocitos_en cultivo cuando la concentración de 

GSH disminuye en un 50% (García-Nogales y cols .• 1999). 

Finalmente se ha __ mencionado la· partici,pa¿ión '·dé los estrógenos corno hormonas 

neuroprotectoras. Se ha ·dérriostr~<l6:C¡l1e ~i:ot6gen'.a las neuronas en cultivo del daño 
'.'.-'· 

excitotóxico_ dcseridadenado:porglütarrtato .; i~h1U.~o del estrés oxidante generado en un 

modelo de privación nll.trl~ional CBel1l; 20:Cl2j Se ha propuesto que la pregnenolona un 

precursor directo de- :_la --~l"og~sterona 'favorece · la recuperación motora en animales 

sometidos a una lesión traumática, además- se sabe que la progesterona administrada en 

modelos de lesión en el sistema nervioso periférico promueve la formación- de nüeva 

mielina. El neuroesteroide sulfato de pregnenolona actúa corno un modulador alostérico 

positivo en los receptores NMDA incrementando la concentración de calcio intracelular. en 

contraste también -se ha reportado que- el sulfato de pregnanolona inhibe la. corriente de 

calcio inducida por la activación de los receptores 

Como podernos observar la fisiopatología desencadenada después de una lesión es muy 

compleja, sin embargo con toda esta información' generada se han desarrollado diversas 

estrategias neuroprotectoras para- tratar -de- detener los mecanismos de daño secundario 

generados después de una lesión en la médula espinal. 

Neuroprotección después de una lesión trau111ática de la 111éd11la espinal. 

Factores de creci11riento, lror111onas y Tra11spla11tes. 

24 



FACTORES DE CRECIMIENTO, HORMONAS Y TRANSPLANTES 

Después de producirse una LTME se observa una pobre regeneración espontanea. Se han 

reportado diversos eventos·· que contribuyen con este proceso como la cicatriz glial. 

(Fawcett y Asher. 1999) la inhibición de la remielinización. (Huber y Schwab, 2000) la 

propia muerte celular (Beattie y cols. 2000) y la producción insuficiente de factores de 

crecimiento que permitan la regeneración axonaL 

G/iosis y regeneración abortiva. 

La activación de las células de la astroglia y la microglia, (gliosis reactiva), se lleva a cabo 

después de una lesión al SNC. La gliosis reactiva controla el microambien_te extracelular de 

la médula espinal. regulando la barrera hematoencefálica. la· col1centraciÓn i_ónica y juega 

un papel crucial en la regulación de la recaptura y metabolismo,del glutainato (aminoácido 

excitatorio). Además, la glia reactiva también produce varios, factores de crecimiento y 

citocinas, algunos de ellos neuroprotectores, que ayudan a la sobrevivencia de las neuronas 

dañadas. La microglia activada también promueve la neovascularización en el área de la 

lesión, un evento critico en la restauración del daño, mediante este proceso se asegura la 

liberación de factores tróficos y nutrientes para la subsistencia de las células migrantes y su 

crecimiento dentro del área dañada (Rabchevsky y Smith, 2001). No obstante que la 

neuroglia reactiva puede ser benéfica para los procesos de regeneración, también expresa y 

secreta moléculas que son potencialmente perjudiciales para la regeneración (David, 1,998). 

Se considera que existen dos principales sitios localizados en el SNC donde se' encuentra la 

mayor síntesis de factores que inhiben la .regeneración. El primero Oes,'donde se ·ferina la 

cicatriz en la región de la lesión. Cuando se genera una lesión en le SNC. en el área de 

necrosis se infiltran células gliales y otras células no neuronales, formándose una cicatriz 
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GLIOSIS Y REGENERACIÓN ABORTIVA 

fibrosa. Los axones no se pueden extender a través de esta y_se_inhiJ:>e su __ crecimiento. En_la 

punta de los axones· se forman estruc.turas·denominadas_ "bulbos''.ax()nalesº' 'qu.e-pueden 

permanecer en el lugar. por varios meses·o·.años;:Dive~sas 1TI<:>1éé~las:ptteden ·inhibir la 
···- ._, ·.·; - - - - ' - . ~-:. 

regeneración . e - Íncrciinel'ltar sti';sint~~is '··en>·e1·•sit,~~:c1~··E~;_·ci~~trii·-:·c~tªs im:luyen; el 

proteog!icano sulfato de·. co'iid;oÍtiI13.'; l~te'I1ascil1a y, la seriu1ro'ri1,lá-::3:"(:(sin~eti~.ada por' los 

crecimiento axonal (Davies y. éiéi1s: Í999;· P~terk:-3.rríp' ~ ;;:e>1~:;l999): ~~~ ~t~~"~arte. sé sabe 
-~~--~"';~' •.-:.O'.;· •• ·°"' -~··:,',,.;~ '~ ~ i_-~-. . ·:: __ : 

que la mielina producida porl'cis oÚ~Ódendr<:)'6¡t()s eri ~I S~C 7é;; til'l siJ:b~~~at6 éíii;;, permite un 
?'· 

crecimienfo ···axorial iiz :-rit;~. ·Caro'lli :•y b~lab()~l.l~~~~~ -d~~C>;t;~~o~'. ~(Je li ···mielina 

ser-convertida•· en un substrato in~•i:>erxÜi~ivo ¡;ahi_~e1 :~~~6i~f;~i~ ~ona! z"n vitro. 
pobre 

puede 

adicionando al medio .el ·aniÍ6uerpo 1TI~nó~1oriáI -m~l• (cfil.()'rí¡ ;·Sch~ab,·· Í 9S8), •El· IN-1 füe 

producido contra. la proteÍna'hlh.ib'itoria'dei creCirnieI1tC> neurltÍco'áSC>ciada a la miC!ina. un 

péptido de 250 kDa llamadci'Ni.:.2.so, a:cie;.mis~este at1Üc~e;.po _también reconoce a otra 
···->--,~·:"]: 

proteína pequeña inhibitoria del .cre:cimieI1to'I1euríi:ic'::o denominada -- NI-35. encontrada en la . - ·-· .- - ., . ; :'-' ·---- '" ,. ~--·- -_.-,_. ___ --- ·- - ·. --_. ' . - . 

mielina de rata pero no en 1a: de h~Üuu~~:-~,';;_ h~:'d~~~~i~~~i~~e el tratami~nto cc)n IN-1 en 
. - ._-_.-;:_.'.:. -'::-:::;-:::.=;_·=. . ·¡-· 

ratas sometidas a una L TME causa u;;a JT13:~o~'reg~l'ler~~ikni de los axones corticÓespinales, 
,·;~,:_'.~: - ,'.., _:_:_.' 

asi como un incremento en la recup-eración:ru~cié>rial mo'tora (Bregmany cóls. 1995). 

En años recientes se han tenido impo~~~~¡;;$ahc~s"-~nla c~acieri~~~iil'ld_euna proteína 

sintetizada por los oligodendrócitos :clli.; 1'1.1;k~~ec;er Juega un pap~l ~s¡-:~ciaL~n' los ·procesos 
'"· ' ', :; ~: 

de inhibición de la regeneráción la'd~~otri'in~cia'proteín~ Nogc:> (CÍi~l'ly~~l~. 2000). El gen 
. .· .. ' .!.-···,;_." ... ' '. ·.· ., ...... «····- . ' ' 

sabe que la proteína Nogo-A se localiza en la membrana interna y externa de la vaina de 

mielina y que tiene dos sitios especificas inhibitorios de la actividad mielinizantc. el 
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GLIOSIS Y REGENERACIÓN ABORTIVA 

fragn1cnto amino tcrn1inal (amino-Nogo-A) y una región corta de 66 residuos de 

aminoácidos (Nogo-66) (GrandPre y cols. 2000). Por otra parte, se ha propuesto que la 

liberación del amino-Nogo-A podría requerir de la lisis de los oligodendrocitos, evento que 

ocurriría en el sitio de la lesión. Finalmente, se ha demostrado que existe un incremento en 

la regeneración de las células de la corteza cerebral y de las células de Purkinje cuando se 

administran tratamientos con anticuerpos NI-1 y Nogo-A respectivamente (Brittis y 

Flanagan, 2001). 

A diferencia de la pobre regeneración que se observa después de una LTME. en el sistema 

nervioso periférico se ha observado regeneración axonal, y esta es favorecida por la 

participación de las células Schwann (CsS). Las CsS fagocitan los residuos de los nervios 

periféricos dañados, producen factores tróficos y secretan moléculas de la matriz 

cxtracclular que pron1ucven el crecimiento axonal. Tomando en cuenta estos antecedentes, 

se han desarrollado diversas estrategias para aun1cntar la regeneración en la médula espinal 

donde se carece de CsS. Una de ellas es proveer al tejido nervioso de diversos factores 

tróficos. Se ha puesto especial énfasis en la fani.ilia de las neurotrofinas como el factor de 

crecimiento transforn1ante (FCT), el factor ncurotrófico derivado del cerebro (FNDC), la 

ncurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4/5 (NT-4/5), además de otros factores de 

crecin1icnto como el factor 13 transformante que incluye el factor neurotrófico derivado de 

la glía (FNDG). Probablemente el uso de estos factores tróficos resulte efectivo en futuros 

estudios de lesión traumática de la médula espinal. 

Factor de creci111ie11to 11e11ral. (FCN) 
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FACTOR DE CRECIMIENTO NEURAL (FCN) 

El FCN es un potente_cstimulador_del crecin1iento_ axonal _sensitivo después de __ una les_ión. 

Una infusión continua _de FCN en la médula espinal rostra_l promueve el crecimiento de 

axones sensitivos -dentro· de la _substancia blan~a de la- columna _dorsal (Oudega - y Hagg, 

1996; Ramer y cols. 2000): •. · ·- -
·'· . 

En otros estudios se administró _el FCN después de una L TME utilizando tin-tránsplante de 

fibroblastos primarios que fueron modificados previamente para producir y secretar FCN 

dentro del sitio de la lesión~ los resultados demuestran que el FCN promueve la 

regeneración (Tuszynski, 1997). 

E/factor de crecimie11to derivado del cerebro (BDNF por sus siglas e11 i11gles). 

El BDNF ejerce un efecto benéfico promoviendo la regeneración axonal entre los límites 
- - . . . ·. . -

del tejido nervioso central y periférico. Novikov y cols.,({99:1) administraron 10 µg/día dél 

BDNF a ratas. La cuantificación de las motoneurÓnas e:~}~i _grupo -control, (no ,tratado) 

demuestra que solo el 10% de las células se preserva a la5ó2;,sernanas y.del;-;20:,al 40% 

presentan expresión de la sintasa de óxido nítrico, no ~í ef1c~1:~p~-t~:it~d.; ~()~B;:;~F 
-~I·-o::F'· 

durante las cuatro primeras semanas postoperación en l~{;ql:1e·'.~e>p~Ón1u~ye- un\40% la 

sobrevida de las motoneuronas y a las 12 semanas se bloqu~a ~oril1i¿;t~~~¡~ 1ii. ~~~resión 

de la sintasa del óxido nítrico. Con estos estudios se ha demosir~do· que _la administración 

del BDNF induce abundante regeneración de los axones de las motone_uronas. 

Factor tle creci111ie11to básico de losfibroblastos (FCbF) 

Después de una L TME se ha observado que se incrementa la sintesis de FCbF y se ha 

propuesto su posible participación en los procesos de recuperación funcional. Con base en 
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FACTOR DE CRECIMIENTO BÁSICO DE LOS FIBR013LASTOS (FCbF) 

estos antecedentes Novikovycols .• (1997) administraron.una.dosis de 3,o6 µg/día de 

FCbF en un modelo de !Csión trimrriática de;,- la .:nédula espinal por contusión moderada en 

ratas. En este estudio los animales, ;ueron evaluados'durant~ 6 ~ériiana~ postlesión. Los 

resultados indican_ que existe una mayor y ~á.s '~r~l~~~ad~ Í:~~C::{¡_~JlCicS~ ~e•lo~ astrocitos y 

de la microglía en el grupo tratado cuando es co;~arado c::oii-~1 gfupo control no-tratado. 

Además también se probó que la administi-ación''ci~L~~~~Ór b~r íilr~sión intratecal reduce el 

daño y.favorece-la recuperación neurológic~d~~~~~~~~-l~l~~iÓ~.Pór·otra parte Tcng y 

cols .• (1998 y 1999) demostraron que el tr~t~Í~n1:6 ·cofi' el factor de crecimiento de los 
. ' . • •., .. -. <> ;t.~· .. " . -:-· .. -~ 

fibroblastos-2 (FCF-2) previene la deficie¡:.;Í:ia:''ies~i~atoria,d~spUés de una LTME a nivel 
,. . . -

torácico. disminuye la muerte dé ·las riéu~ona1·:.del 2~~rno ventral. responsables de la 

inervación de los músculos del sistema rc~~:ira~~ri~-'. 
. ; '. 

Finalmente Lee y cols .• (1999) encontraron un 'e.fecto. neuroprotector del FGbF en un 

modelo de lesión por contusión en ratas. midiendo el fojidó preservado. 

I:Forr11011as 

Las hormonas esteroides son secretadas por las_ glándulas adrenales,. y -- las ·gónadas, sin 
" ' 

embargo también son sintetizadas en -- e1 ·sistema-.- nervioso , cneuroe~teroicies): oiversos 

estudios señalan que los esteroides · tienen -·la _ ba;a6i<ia'ci 'de, ~romo ver _ ~l '.crecimiento 

neuritico y la sinaptogénesis en el hipocámpo (F~~;-.26~1)~ ~rot6~e; a la~ 6e1uiiis del•esti-és 

oxidativo ya que su estructura quíiiic~ ~(;*~ja11·t~'._a'19s>21 fil~i~-~:e~~~r6i,d:~~ }~~: p~nnite 
,. :_.~ ... :;:-· 

reacciona con el radical peroxil. acle~íls::i.1gÜnós 6omo é1 l7&:e~trriai'o1;''é1 17f3~estrcme y el 

1 7¡3-estriol actúan como atrapadores de radicales libres (Mukai y cols. 1990; Behl. 2002). 

En modelos experimentales de la cnfcm1edad de Parkinson donde se adn1inistra el 
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HORMONAS 

metabolito _de la . l_-metil-4-fonil~ l ,2,3,6~tetrahidropiridina _ (fy1PTP) _.el _ MPP+ se ha 

demostrado que los estrógenos _previenen la ncurotoxicidad ejercida ·por el MPP+. Los 
. - - . . ' , -, -' . .-< ,, .'-. :; 

esteroides incrementan la actividad colinérgica al-temer.efecto. directo en.la.expresión de la 

colina-acetiltransferas:i ·-(Inestros~ y cols. 1998) y\sori capace;· dci/épr_6venir Ja; muerte 
._·_. ·- -~~·:, ' ,·, :--.~::_-'«::·: -~:: -·. ' 

celular en modelos de. daño excitotóxico con kainato 'un anfagonista:de los: receptores de 

glutamato ··del tipo· no-NMDA (Azcoitia ·y cols., 1998).• Los. e~teroides ••• ir1breirientan - la 

expresión• dé 1dpr6teími. BCL2 (antiapoptótica), favore~~n- la sofiÜ~icti ~~~~~~ál al inducir 

la transcripción ele! fac¡or de crecimiento nervioso, fact~;r <~~ur~trótco _derivado del 

cerebro; neurot;C>~na 3 y su receptor TRKA-C y p75(B~hl, 2b~d). 
.. __ .. _:_. -. - . 

Uno _de: las_ hallazgos más· interesantes son· 1os diversos estudios 

. ' -. ~ . 

_< •. ·-_.····•_·-.·.-· ·.· ·-

qu~- se. hru-;_ realizado en 

mujeres. postmenopausicas. que han recibido terapi~ de• emplazami~nto. estr:ogériico, donde 

se ha obserVado, que el riesgo de desarrollar la enfe~édád de •AJzheiJi;_e~cti~~iriuye (Tang 

y cols., 1996). Por otra parte se sabe. que los•est;ÓgeT1C>s pro~~~.-;- ~n sobo~e trÓfico p~ra las . . .. · .. : .- -- --- -- -_.; ·--. _;-· -'/; --; ·-:-. - - - . 

neuronas y las células gliales después de un <l~fi() ert el ~i~~e:Ua n_e~~i6i;;, v~C>;; trabajos de 

investigación sugieren que los progestágenos C:ofriC> la:;r~~é~<:>1ó~~ ~T1 pr6cursor.directo de 

la progesterona favorece la recuperación· moto;~_; en., ~~~ales s~~etidos. a u~a . .lesión 
- - . : ' ___ ,·,_:--.'; ,' _.-- .,. __ ... '- ---" 

traumática, así como la progesterona. administiada;_~ri·;;ri~del~s de l~sión en eL sistema 

nervioso periférico promueve la forrriaciÓn cle:~~~va mi~Ú~a.:'no obstante el neuroesteroide 
.. ,: 

sulfato de pregnenolona actúa,cohic:>' un ~C>dú!~dor::a:1~stérico positivo en los receptores 

NMDA incrementando la con~·:ntr~ciÓn~~ c~lc;~ intracelu;ar, sin~mbargo se. ha reportado 

que el sulfato de pregnanolona inhibe los la c_orricnte' de calcio inducida por la activación 

de los receptores NMDA. 
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TRANSPLANTES 

Tra11sp/a11tes 

Durante varios años se ha propuesto el posible efecto benéfico de los ti-ansplantes de tejido 

nervioso después de una L TME para promÓvcr una' posible recuperación f"uncional (Zompa 

y col s. 1997) Los·. transplantes puC!dcn estimular el creCi~ientÓ•. ruconal.)at vez por la 
. ' . . . ' ' . : .. ·. ' .. ; ·, .. ·.,· 

adecuada combinación de diversos tipos celulares y· la· intera.cciÓn .. con varios. factores de 

crecimiento (Taoka y Okajima. 1998a). Se han desarroll~do ;~i~~;~~~'prot~do!os como 

cultivos celulares. transplantes de células progenitoras neuro~ales ~.e;,~~briom:s dentro de.! 
- ·. .. .. •" 

sitio de la lesión en etapas crónicas. En estos estudios se ha.·.detTíostracio que los transplantes 

pron1ueven una nlayor recuperación funcional. sin·embargo.losmccanismos que favorecen 

la recuperación funcional son poco claros (McDonald. 1999). 

a) Neuronas derivadas del SNC . 

Los circuitos neuronales 'en la medula espinal regulan una compleja función motora. existen 

al menos .dos sistemas descendentes monoadrcnérgicos para controlar. al .sistema nervioso 

locomotor' y al sistema nervioso autónomo. uno surge predominantemente del /ocus 

ceru/eus. las neuronas son noradrcnérgicas y sus prolongaciones se localizan a todo lo largo 

de la médula espinal. el otro sistema contiene principalmente células serotoninérgicas y se 

origina en el núcleo del Rafe de la médula oblonga. sus proyecciones se distribuyen en el 

cuerno dorsal y ventral de la médula espinal (Rossignol y cols. 1996). Tomando en cuenta 

esta información se han desarrollado algunos modelos experimentales con neuronas 

noradrenérgicas y scrotoninergicas derivadas del tallo cerebral de embriones de rata. 

transplantadas en la nledula espinal lesionada por hemisección de: ratas adultas. los 

resultados han demostrado que existen patrones de reinervación. y sinapsis típicas 

(Gimcncz y Ribotta y cols. 1998). Por otra parte se sabe que después de una L TME se 
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incrementa la síntesis ·de __ GABA .(neurotransmisor _inhibitorio)_ y_,que_~lo_s.trasplantes_.de_ 

células embrionarias de -·Rafe 'regulan · 1a·: íunción gabaérgica manteniendo·:-los niveles 

normales de dic;m neurotransmisor (D~mo~li y cols .. 2000): Fi~~lrnent~ ·Bamber y cols., 

(1999) transplant~rón t6jicl~ íeta'F~i3ais días) d..;IT1éctulá·espin~I de_rata.';'deñt~Ódel-.tejido 

medular lesionado por hemisecció,-1 ~ ,-Íivel de T~8 en ~a~as adult~~ í'.i~úi2:3.nciC>:c~ales mi~i­

guías de 1.25 mm de diámetro' po: 3.() ~m ~b largCl, los r~sl1lta~o¡;~6kue~~ran que las 

neuronas del· trasplante del iejido:embriC>;:Jánc) extíel'iderÍsu~ axorie~ 'de'riiro-d~l-·tejido' del 

huésped hasta por 2 mm deJ=~gitu~ tllilto e~ la i~terfase rostral como en la c:~d~L 
·,. ·' ' -· ... ; ' 

b) Oligode11drocitos 

Los transplantes deios oligodendrocitos en.el sitio de la lesión en la médula-espinal pueden 
; ·... - ' . . -

favorecer la rcmielinizació,n de los ; axones . para restablecer la transmisión •normal del 

impulso nervioso y mejorW: la función riéurolÓgica (J effery y cols. 1999). 

Sin embargo los oligod<?nd;ocitost~bién tienen eíecto negativo-sobre la'~egeneración de 

los axones porque exp_resarÍ mC>1éculas inhibitorias (Tessier-Lavign~ Y;Goodman, 2000). 

e) Células de Schwa1111 ·-,·.-' 

Los transplantes de nervio p~~~;~~o promueven la regenerac:i?nLd::1a:tnéctl.11a espinal, y 

este erecto puede ser. atribiiié:!o a'. la participación de las cé1u1as sch~~;.{n'irésponsables de la 
·.'·',., .. ·· \" 

mielinización de los axones eri elsi~tema nervioso ~erlíériC::6; L~ C::é1l1i~'c1ci Schwann que . ·-. . . - . - . - " -., ;. . -. --. - -- ··.·. ~-¡~--~-: . ' . -

son transplantadas en la médula espinal lesion'ada inhiben la proliíeracióri:endÓgena _de la 
" -----· 

glía y son capaces de remi':lirÍizar lós axones de fa' médula espin~l. Son además capaces de 

secretar diversos faclor~s d~ crecimii:mto y por lo ·ianto restablecer la conducción apropiada 

del impulso nervioso (Menei y cols. 1 998). 

Chcn y cols .• ( 1996) investigaron si el crecimiento axonal aumenta cuando se administra un 
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tratamiento con mctilprcdnisolona (30 mg/kg) conjuntamente con_un_transplantéd_c células 

de Schwann de nervio ciático periférico purificadas y postcriorrnente cultivadas' dentro.del 

tejido medular lesionado por _sección, los resultados .demostraron que el .tratamiento con 

mctilpredniso1ona favorece una n~~jor regcncr11Ción W:.onáL 

ti) Astrocitos 

A pesar de que existe ia. fooria de que Ja p-roliferación asirocítica~ responsable - de Ja 
.. , .· ,~ . . .. 

fomrnción de Ja cicatrize~ Ja zona de Jc~ión i~~pid61a.;regerieración axonal, se hanprobado 

transplantes de ~trocitcíscn la zona de' lesiÓn. lo~'re.sÚit~dos demuestran que se incrementa 

Ja rcmielinización y se.reduce Ja formación de 13.'ci~afriz>(Fral1kliri y cols. 1991 ), además se 
·-_. ·.,'·' .. -·.-: ;;- - : .,-.·-,_, __ ;.--

ha demostrado que: el Ír~nsplante. de ~tr~~itos inmaduros en la zona de lesión puede 

estimular_ la regerieración (Kli~ty cols. 1990). -

e)Microglía, 

Otra línea celular que·scha probado para.tratar de restablecer Ja función_neurol_ógica son 
- _- -· .- - - -·-

los transplantes de células de Ja microglía. y ,su. efecto ~se ha, investigado recientemente. 

Algunos autores proponen que las células de la microglía incrementan Ja -lesión en el 

sistema nervioso central por que producen y secretan ,diversal> mol~cula: citotó~icas. pero 

también secretan diversas citocinas benéficas y·. fact()~~~ .' ~~ :cre~Í:iento . (Robchevsky y 

Streit. 1998). Con base en estos anteccdentc~)1ottr~~~b1antes'J6 .células dc:Ja microglía en 
. >-~- -, : -~: ~: ;· - -.-

el sitio de Ja lesión podrian favorecer Ja regen,~r3.2ión5. 

f) Células proge11itoras multipote11ciaÚ/sf~;~~l1_i:~1)~) 

Estas células inmaduras se genera~ ~~~~rii~:l~~~~rrollo embrionario y han sido aisladas 

del cerebro (células embrionarias de mcscncéfalo) o de Ja médula espinal. Con el propósito 

de obtener resultados eficientes en la reparación del tejido nervioso. estas células son 
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manipuladas con métodos de ingeniería genética para inducir- Ja síntesis- de proteínas 

específicas como ncurotrofinas. neurotransmisores. cnzimas; •_rnoJééüJas 'de· la matriz 
- ., . . ~ 

extracelular y moléculas de adhesión superficial (Barami y Díaz;'2ÜOO)> ': 
-- <·- ·- - -- ~ - , . ' .- . ~;~"',. 

_,,_, 

En un modelo experimental. se transplantaron células f"etalesAe"rnedula es'p_inal de humano 
·,:.·~<. ·,...- <:. -<--:-~::,-¡ ... ·.·. '.<;;~::·._'.·_>-·-<;·:··_:: .. :.-·> .. ,. . 

dentro de la substancia .gris dorsal de ratas adultas no lesionadas;· Los. resultados indican 

que la sobrevida de las células transplantadas es del 1 al s'X>cle~~u~i·ci{tJa~~d~~r 120 días 

de realizado el 1ransplante y el mayor numero de células-sé;lÓcalizóen;fasti¡jstancia:gris. 

Estos resultados no aportan evidencias de que las células ~e-:ha~3.~ difere~~i~2;·e~ 
-- ·.;.·· _:-- -.}: :.~_- ·.· :< -

neuronas, sin eliibargose encontró un fenotipo glial por inmúnohistoqúíciiica •(Zompa y 

cols. 1 997). -· 

También se han inyectado células precursoras multipotenciales derivadas_ci6 la médula fetal 

a través de la dura madre en el cordón torácico de ratas adultas. Los resultados obtenidos 
- . . . ' . _, 

muestran que eltejido donador rellena los espacios en el epicentro de la' lesión; además se 

extiende rostral y caudalm(l~te ~as-de 7 mm. Los estudios inmuru>hlstoquímicos revelan la 

invasión del transplante · denú-o ·de las_ fibras del huésped, sin embargo. Jos estudios de 

conducta evaluados a-través del-análisis.de la base de.soporte.y'lalongitud de la zancada 

concluyen que la actividad motora espontánea no mejora. solamente se muestra una mejoría 

significativa 1 semana después del transplante (Reier y cols. 1992). 
' . -

En un estudio realizado recienterhente.se:~ransplantaron células troncales dentro de la 
\,_ ,. .. - '· - -· < .' __ . -..... ". -

médula espinal tcorácica de rata 9 d_Ía~ de~pués 11n~· lesión traumática. El análisis histológico 

de 2 y 5 semanas de~p~és nl~e~tra·~u~ 13.s ~él~l~~~~;rinsplantadas' hari migrado 8 mm 

alrededor del borde de la lesión y se han diferenciado en neuronas. astrocitos y 

oligodcndrocitos. El análisis de la calidad de la marcha demuestra que los animales tienen 
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buen soporte del tren posterior y además, la marcha es coordinada (McDonal_y cols._ 1999). 

g) Fibroblastos- modificádos genéticamente. 

Después de producirse una LTME se observa uná disminttciÓrí enÚiÍ. función neurológica 

causada principiÍ.Irnt!~te por la desrnielinización_de'l2s-~~~~:-q~~:o~f~Ui_Jiciro~iÍ.1 trauma. 

Se sabe que in vitr~ ·_las. neurotrofinas tienen la ca~~c'id~d d~ l~d~cif·'bíii()'élendrogliosis y 

rernielini:iación_ axonal. Este efecto fue probado -in vivo p~r-.~~~i¡Ü~~}:c~ls., (1998), 

utilizando tran~plrintes de fibroblastc:i~ ·i~plan~ados- ~é; fa..i'~e:ra' ~·llb~utá'nea en ratas 
'-··:·; .. -

lesionadas por contusiÓI1. ~s fibr~blastos fueron manipula.dos genéti~1l.~C::nie para tener 

capacidad de ~i~t6Úzar diversas neurotrofirías corno la ~ei:;;~ti6ri~a-3 cNT-3), factor 
.. .. . •, _' :, . ' :.·.·--·.·:_-'._:_:.· 

neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), factor neurotrÓfico cil'i~r~ factor de crecimiento 

neural, ·factor· de crecimiento básico de los fibroblastos y corno grupo control implantaron 

fibroblastos con capacidad para sintetizar bcta-galactosidasa;-'10 semanas después de la 

lesión, observaron que, todos los transplantes contenian axones, _sin ._embargo los que 

contenian NT-3 y BDNF mostraron significathrnmente mas_ axofles cuarid.o se compararon 

con el grupo control, o con los transplantes que producí~ otro tipo de factor de 

crecimiento, además se detectó mayor cantid~d- de proteína. básica de la mielina en los -

transplantcs que también sintetizaban NT-:3 y ,-BDNF, estos resultados sugieren·- un 

incremento en la rnielinización. Finalmente p.ar1l. d~terminar si la mielinogenesis se asociaba 

con la proliferación de oligo~endrocit~~;;se\i:;tilizó bromodeoxiuridina (BrdU) como 

marcador de la división.celular.,Los~res~ltad;j demostraron que en los transplantes con 

NT-3 y FNDC se observó una niayor'carítidad de oligodendrocitos positivos a BrdU que en 

el grupo control. Estos resultados sugieren que la NT-3 y el FNDC inducen mielinogénesis 

como resultado de un incremento en la proliferación de los oligodendrocitos. 
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h) G/ia_ e11volve11te del bulbo oifatoriofe11sheatil1g ce/Is)._· 

Se sabe que la glia envolvente del bulbo -c:>Ifatorlo (ensheatfog cell) (EC) tiene propiedades 
. ·._,._ :_-._·-;·, ·". _. · .. 

fisiológicas y morfológicas similarcs;a l~·célul~ cie',scl;~~n. Se,imbc que.tienen la 

capacidad de reducir la cavit~~ió~:qü'Ístic;a:¡)6~~~~hciá1ic3.·1'.Si'~orii'ci clisrriÍriuir la forinación 

de la cicatriz astrocítica que ~eTó~~'cirl'•"'l sitie; de: 1i:.1e:siÓ'i:.'. De fl-i~<'ir~ interesante se ha 
'"::-;;·;-·.·: 

demostrado que en las ~avicl~des• de:·'.i~•-1T1éclu1~\e:splnal•~Íe~iori,rid~; ocl1rre un crecimiento 

axonal considerable;~ !fravés 'de fl1i;;:;"~•·.·Jc:>ú@~ri~b~ bllbl~rt6s con células de Schwann 
'" ·~; _,; "•] -,•,¡ ,v-• ,,, ,- ~- --~J, ;• 

sembradas en ui:ii '-bl~·~~trlz:-~s~:~~i~1._._ds~e: ·i16i-~~i~'ieni() ,se _·lncrementa cuando son 

coimplantadas c()ri ,EC (R~Ó·ri-c~6t~<;'.; <:61~'.; _1998)'. 'En la mayoria de_ los estudios se 

reporta una mejora fünciori~I de~pués de un tni.i-isplante de células de Schwann junto con 

EC. sin embargo t~bié~ se h3.o~~ervad~ ;66~p~;~dión ~uncionai. utilizando únicamente 

EC (Ramon-Cueto y col s. 2000)~ 

Farmacoterapia después de 1111a/esió11 tra111~1ática de la 111édu/a espi11a 

Corticoesteroides 

El uso de los corticoesteroides en el tratamiento de la lesión medular se , ha estudiado 

an1pliamentc, se sabe que su empleo resulta benéfico por las propiedades aritiinflarn.atorias . -·· - . . 

de estos fármacos reduciendo la formación de edema generado· a;_·su ~~ié por/el 'proceso 
' • • • - ., ,_·. , - - - •• - • ' • • : - '--. -~ • )... ' > 

inflamatorio local (Ducker y Zeidman: 1994 ). La Mctilprednisolona: (~~;- ~~:~o"~~id~ra el 

fármaco de elección para el tratamiento del paciente con LTME.S~~~~eq~~,1~±..1J> ejerce 

un efecto ncuroprotector al suprimir la respuesta inflamatoria tisular vía la inhibición de la 

función de las células inflamatorias. incluyendo la quimiotaxis (Espersen y cols. 1989). la 
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fagocitosis (Becker y Grasso. 1985). la síntesis de mediadores inflamatorios. y __ Ja liberación 

de enzimas lisosomalcs (Schleimcr y cols. 1989; Bartholdi y Schwab.: 19_95). Además. la 

MP. tiene la capacidad de inhibir a la fosfolipasa A 2 (Hargreave~ y-Cost~ll~~ 1990); enzima 

que cataliza la liberación del ácido araquidónico de los íbsf'olípid_C)s·_d~:la'_rriemi:,rana. que a 

su vez dan inicio a la formación de eicosanoidcs sintetizadoi:_:p~i la ~ctivación de la 

ciclooxigenasa y la lipooxigenasa. ·La producción -d.e" eÍcosanbid~s ~xac-erba la respuesta 
_, '' ':' . . ·,·, ., 

inflamatoria y por lo tanto la producción de radi~aJes libres (RL) (WiÍlia~s y Higgs, 1988; 

Flowcrs, 1989). Se han realizado tres i"ro¡fortantcs estudios para evaluar la: cfi~ienCia de· la 

MP en pacientes con··LTME.Eri el ~ri~:~ e.studio naclonal (Estados -u:I?-idos): de lesión 

traumática de la médula espinal agudá (NASCIS-I por sus siglas.en ingles), se trató a 330 

pacientes y se evaluó la-efi~:¡éi_a/~e l~ MP administrada en' un bofo iniciáLde 'lg Lv. 
- :-' .·':_ .. __ ' -. .:.:.:<i ->~>-:·-__ .. _·{:i'._:.-<:, .. :', __ : __ · ~-: -_ 

seguido de una do~is de· 1 OOn1g/dfa:- por !_O días, este grupo füc comparado' éon un grupo 

control que solo recibió placebo. Los resultados no fueros: S-~{isi1c~~~c:>~ .• {6 q~-~ Ilevó a 

cuestionar la eficacia del fármaco (Bracken y cols. 1984 y l 9SS)~-;;6~t~~~;~nte~ se llevó a 
·.,; -~~~ '_.;, 

cabo el segundo estudio (NASCIS-II) donde se evaluó la eficáéiá ctii la'MPcc:irt uria dOsis ele 
- --· ----~--~:-.. r---'··:-.~.,:2-.~->--.... · - , . -

un bolo inicial de 30mg/kg en los primeros 15 minÚtos )i4s•minÜtoi;i'despúé~•uria irtfusión 
'" \ ~, 

"-~-:~: :.~ ·- - ,.:._/,_!;;:..~;-/'i. 

continua de 5.4 mg/kg/h por 24 h (Bracken y col~. 199~ yf~s,>:#';iri ernb~ig'c:J; nl1e'\'amente 

se produjo controversia en los resultados ya que exj~tíari t~l"la6~~iasde ~~~K~_rc:6uperación 
motora en los pacientes cuyo inicio del tratamic~to' fu,c.~i:l~ip~·é~'fc:li:¿Í~s~~rl~7~ri~ 8 h. 

además. los criterios de evaluación usado~ en eJ' ~.l'..~bí~fü;:·~~")~~~ii~.J;~¡{ ri los 

investigadores determinar si la MP mejoraba la fuhdión 'riéuro-IO'gica: en' el nivel del sitio 

lesionado o si la recuperación neurológica era por debajo de la lesión. Los resultados 

confirn1aron que el inicio del tratamiento con MP debe ser dentro de las prin1eras 8 h 
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después de la lesión, sin embargo, en pacientes con_lesión med_ular_complc;:tan_o se_obs_ervó 

mejoría alguna por el tratamiento (Bracken y cols. 1992). No obstante estos hallazgos, los 

resultados del NACIS-11 fueron ampliamente cuestionados> En tin tercer:~~tudlo (NASCIS­

III) se desarrollo un nuevo tratamiento. de 48 h con MP iniciando 6on· un, bolo de30mg/kg - --. ' .. , .,,·, _, 

i.v. seguido de'lma infusión continua de _5.4 mgtkgth por 48 h-quepodría Ú~y~ auna mejor 

recuperación neurológica que la dosis anteriormente empleada (un bolo inicial _de 30mg/kg 

en los primeros 15 minutos y 45 minutos después una infusión continua de 5.4 mg/kg/h por 

24 ), además_ en este mismo estudio. se probó la eficacia del rnesilato de tiriÍasad (MT) un 

potente _fármaco no glucocorticoide que tiene la capacidad de inhibir fa lipoperoxidación, . . ·~~ •.·. . 

finalmente también se evaluana la administración de la MP en pacientes con lesión 

completa y lesión incomple't~. Er1 este.estudio no se incluyó un grupo de. pa~len;es a los que 

solamente se les tratará con pla6'ébo yá qué previamente sé' coI1o6í~n .los b'eneficios de la 

MP (Bracken y cols; 1997 y 19~8), sin embargo, ta111bi_én·~~-esi~~s~~~i~ #~xclu)'~ron -los 

pacientes con lesión por arma de füeg6 y los que ~re:.S_entál.>a:Il'.§1l:p~só:Cieúnascir;:io9 kg. 
"--.,. 

Los resultados de este estudio indican qué lá MP ~etid~b6-~d;riinist~ar. eI1 <ló'sis altas y 

únicamente por 24 horas en los pacientes que iniciaJ:1:f~rat~i-ento dentro d;;,·las J'ri~eras 3 
~ '. ··:-,_ -. .'-.:__ '_:,·,: - ::·.>~ . 

horas no así en los pacientes que iniciaron. el_- tratamiento después -de las 3 -y has_ta las 8 

horas, ellos deben someterse a un tratan1iento .. por 48 horas, finalmente en :los .pacientes 

tratados con rnesilato de tirilazad por 48 horas presentaron mejoría funcional solo con la 

administración conjunta de MP por 24 horas (Bracken y cols. 1997), (tabla 1). 2 J 

A111i11oesteroides (Lazaroides) 

En diversos reportes de la literatura se ha mencionado que los 21-aminocsteroides. parecen 
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tener un efecto ncuroprotector después_ de una lesión al_SNC con b_ase en tres diferentes 

mecanismos de acción: a) actúan como atrapadorcs de RL. especialmente del radical 

lipoperoxilo e hidroxilo (Braughler y cols. 1988) inhibiendo la LP. b) funcionan como 

quelantes del hierro (Hall y cols. 1992; Coatcs y cols. 1995) y. e) mantienen los niveles de 

vitamina E. actuando sobre el núcleo hidrofóbico de las membranas celulares con un electo 

estabilizador sobre estas (Hall y cols. 1992). En modelos experin1entalcs de lesión medular 

se ha observado que favorecen Ja recuperación funcional y previenen la disminución del 

flujo sanguíneo consecuencia del traumatismo (Coates y cols. 1995). El 21-aminoesteroide 

U-74006F mesilato de tirilazad (MT) fue probado por Anderson y cols .• (Anderson y cols. 

1988) en un modelo experimental de L TME en gatos. En este estudio; se evaluó el electo 

de dif"erentes dosis que van de 1.6 a 160 mg/kg/48 horas sobre- la recuperación motora de 
-. . 

los animales. Los resultados mostraron que exist~ ¡,na mayor- recuperaciÓn funC:Í~ri-3.1 (hasta 

de un 75%) a las 4 semanas en todos los_ grupos trataclos;cuand~ f-~ero~ cb~parad()~ C:on el 

grupo que solo recibió tratamiento placeb~>~aJJ,:Ó-1~!1. i988):co"1p~6'<61-(:r6cto de dos 

diferentes dosis de MT (3 mg/kg yalO tn~~) sibr~ el flujo saniu!~~() en-Ja médula 

espinal. En este estudio se observóque Ja segun~a dos~s fue máS efii;iá~i~i~~áITl~jorar el 

flujo sanguíneo. ,' ,,·.·_,'..-> -.:"_ ·, __ .-:·,.;-·.·._: 

Por otra parte, los metilaminocroman()s son fárm_ ácos cÍC:~arroiÍadc:>s a partir __ de Jos . ' - . . . .· . 

lazaroides. a Jos cuales les fue reemplazado unap3.rte-de:su-~~~ri.ctura q:Uímic~_por Ja 

estructura cíclica a~tioxidante de la vitamina E (;or:eje~pl.;, ~¡ ~~01nanol). :fiene~ acciones 

farmacológic~s similares a Jos lazaroidC:s perCl:c~n mayo; ~6te~ci3. (ci~co veces mas 

aproximadamente). Se ha demostrado un aumento en Ja recuperación neurológica en. 

ratones con L TME tratados con este fármaco (Hall y cols. 1992). 
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TABLA 1 

Tabla J. Efecto del lratamicnto con Mctilprcdnisolona adn1inistrada sola o en combinación con otros fánnacos en pacientes con 
LTME.Rcnortcs de los tres estudios realizados nor Ja National Acutc Sninal Cord fn"urv Studv. 
Tipo de Investigación 

NASCIS-1 

Evaluación de 330 pacientes 

Condiciones del estudio: 

Dos 11.uamicntos 

a) Dosis bajas de MP 

h) Dosis altas de MP 

NASCIS-2 

Evaluación en 487 pacientes 

Condiciones del estudio: 

Dos tratamientos 

a) MP/23 h 

b) Naloxona/23 h 

Dos tiempos de inicio del tratamiento 

a) Dentro de las primeras 8 hrs. 

b) Después de las primeras 8 hrs 

NASCIS-3 

Evaluación de 499 pacientes 

Condiciones del estudio: 

Tres tratamientos 

c) MP/24 h 

d) MP/48 h 

e) MT/48 h 

Dos tiempos de inicio del tratamiento 

b) Dentro de las primeras 3 hrs. 

e) A partir de las 3 h y hasta 8 hrs. 

F.:imlaco y dosis Rc..-sultados 

a) Dosis altas de MP. 1 holo inicial de l g Se requiere de una dosificación intravcnos:i 

i. v. y 1 g /día por 1 O di.as prolongada. 

b) Dosis bajas de f\.1P. 1 holo inicial de 100 La MP 1icnc una curva dosis respuesta bifásica 

mg i.v. y 100 mg /día por 10 di.as Su dosificación debe ser nms frecuente. 

a) MP: 1 bolo inicial i.v. de 30 mg/kg Tratamiento con f\H• dentro de las primeras 8 

durante 15 min .• una pausa de 45 min h después de la LTME. mejor recuperación 

e infusión continua por 23 h a una funcional a las 6 semanas y a los 6 m'--ses. 

dosis de 5.4 mglkg/h Inicio del tratamiento con MP después de las 

b) Naloxona: 1 bolo inicial de 5.4 mg/kg. primeras 8 h. no cxiste recuperación funcional. 

pausa de 45 min. e infusión continua Tratamiento con Naloxona no se observa 

por 23 h a una dosis de 4 mg/kg/h. recuperación funcional 

Complicaciones y mor1alidad similar en todos 

los grupos 

a) MP: 1 bolo inicial i.v. de 30 mg/kg y Inicio del tratamiento con Mf> dentro de 1as 

una infusión continua por 24 o 48 h a primeras 3 h, mejor recuper.ición funcional en 

una dosis de 5.4 msfl.;sfh los tres grupos. 

b) MT: 1 bolo de 2.5 msfks cada 6 h por Tratamiento con MP por 24 h, disminución de 

48 hrs. la recuperación funcional a las 6 semanas y a 

los 6 meses en Jos pacientes en los que se 

inició el tratamiento a partir de 3 h y hasta 8 h 

después de Ja L TM E 

Tratamiento con M r por 48 h. mejor 

recuperación a las 6 senmnas y a los 6 meses 

en los pacientes en los que se inició el 

tratamiento a panir de 3 h y hasta 8 h después 

de la LTME 

Los pacientes tratados con MT (48 h) 

mostraron una recuperación similar que la de 

los pacic..~tes tratados con l\.1P durante 24 hras. 

Conclusiones: 

a) Inicio de la administr.ición de M P dentro de 

las primeras 3 hrs .• tr.uamiento por 24 h b) 

Inicio de la administrJción de MP entre 3 y 

hasta 8 h, tratamiento por 4H h 

NASCIS, Natmnal Acute Spmal Cord lnjury Study; !\.1P. Metilpredntsolona; MT. Mesilatn de t1nla..-.ad. L l ME. Les1nn traumauca de la 

mCdula espinal. 
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A11tago11istas de receptores a·opioides 

El incremento de los niveles endógenos de opioides después de una L TME en su fase aguda 

y la subsecuente actÍ\rac.ión · de sus receptores puede contribuir a .exacerbar el. daño 

secundario. Por esta razón se ·han desarrollado .. esfrategia5 farmacológicas utilizando 

antagonistas para los receptores opioides. · · · .. · 

La naloxona,' 'un antagonista no específico. de •. re~~ptor~s 'opioi~es es .. el. agente 
• -.;./,- ~~-,~~ - ,:·.· r 

farmacológico mas estudiado, su administración ha demostrado.tener efüctos ben'éficos en 

modelo~ experimentales de L TME severa, sin · 7~ri-:§ar~~ .nb to~b~ l~s· ~studio~ han 

confinnado estos beneficios (Olsson y cols. 1995): Eri 'e1•estudio realiz'ado por el NASCIS­

II con naloxona administrada en un bolo intraverios~ : E~~ dosis·~~~.: ri,fJi<'~ ~~gl.lida por 
« "; ' . ,:-~-

u na infusión de 4 mg/kg por 23 horas, indican que es l1n fármae'C:: qi.i'e f1o'debe's'er.ernpfoádo 

en el manejo de pacientes con L TME (Bracken y 6~1~.;}~·;i).t-1~·:~~~~;~: también se ha 

descrito ·que en pacientes con lesión medular· incompleta)a¿adminisiración de mi.IOxona 

dentro de las primeras 8 horas después de la lesión favor~~~ l~ i~~upe;~ciÓ~ funcional con 

respecto a los pacientes que solo recibieron placebo (J3rá'6k~n :/~()ís:'i 993).• En ~ste trabajo 
~>-:_---~- .. '.:···_:-::·r :-_-::..:·:,:.· ... _ · .. ,. . ', -,, _--- --

se concluye que la administración de la naloxona:re'qi.ii'e;~· d~ mayores estudios en .. modelos 

experimentales y clínicos. 

Mas recientemente se ha reportado que la·ad'ini~i~t~ación ~e· lanaloxona~n combinación 

con un antagonista para el receptor d~l'. :fac~o/·~~tlvador de las .plaquetas el BN5202 l 

mejora la función neurológica, en un rri()~~lo ~x~erime~tal de. L TME realizada en gatos a 

nivel de la sexta vértebra cervical (Xiao y cols. 1998). 
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Finalmente en un estudio realizado por Chang _y cols .• (2000) para _tratar_ de esclarecer el 
. - -

n,ecanismo por el cual la: naloxona- tiene efecto neuroprotector en modelos de-. lesión 

medular, se evaluó el efecto de la naloxon~ sobre la producción de anión superóxido y NO 

en una línea celular de -microglía m~rl.:.,a (BV2) esti~ulada con lipo~~li~acári~o-y tratadas 

previamente con naloxona. ~os resultados derrmestran que e/I~~ul.~Í~titci'· dori naloxona 

disminuye la producción de - anión superóxido hasta: en un ;35;yo .en la5" céluÍas de la 

microglía, evento que se traduce en Úna menor pro~~cci~ii d~:~f!-rox~~i·t~tc>-(o~-,:; NO·) y 
:!' •.. ·-

probablemente una disminución del estrés oxidante-ydel _dafio cell.llar_ (tabla U). 

Ga11gliosidos 

Los gangliosidos son complejos de glicolípidos ácidos que - están_. presentes en altas 

concentraciones dentro de las células en el SNC, como un C:-:ornponente importante de las 

Schwab __ ·. y ~ B~hbld¡,:_ 1 ~96). El 
·- <··./:. <'. - ,) 

membranas (Geisler y cols. 1991; 

monosialotetrahexosilgangliosido (ganglíosido GM-1) se encuentra:en-e(sisterria ·nervioso 

central principalmente en los axones de las neuronas, en la m:ieli~~;."<~~:\§:<.:¿1~Jr~-gliales 
dentro de la substancia blanca (Irnanaka y cols. 1996) .• En: los ~~t:1.l~i6~~;'i~~1Íi~ctos en 

.. . - ' : -. . ~- . <, ' . -. ;. ··' '::· '' . . . ,..,. >-- . ' , -

animales utilizando el gangliosido GM-1 (Sygen) se observa un incr~ITI.;;;,';:~·Jri ¡;:¡:;_v~locidad 
'-·_: '. <_\\:.;:<:~:?·-;,-~·::·.-· ... ··. 

del crecimiento neuritico y un estímulo de la regeneración axÓnal, ~demá~_se·ha:reportado 

que el gangliosido GM-1 también protege de la degeneración i;-e~rcS~~d~_-)ri~t~~Ógrada en 

modelos experimentales de lesión .del SNC (Geisler y cols. l~~l;;~¡~~~~;?;~~is.1996). 
- ·-- - ' : . ·:- :·~::-. .-;.~-. ~,,·_:~ _-,~- ~;-., 

Así mismo se ha reportado que el gangliosido ·. GM~ 1 tiene: la c:'l~~cid~d'-d~:atenuar ·la 

liberación de aminoácidos excitatorios (Rhoney y cols. 1996). En un estudio realizado por 

Gcisler y cols .. (1991) administrando el gangliosido GM-1 dentro de las primeras 72 horas 
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a una dosis de 1 OOmg/día i.v. durante 18 a 32 días, observaron que despuésde_ \ln añ_o de 

evaluación se presentaba una mayor recuperación neurológica en los pacientes trátados con 

dicho fármaco. 

Recientemente fueron_ publicados· los -- resultados -obtenidos de ~un,' estudio realizado -en 
. . --

pacientes con L TME y tratados con Sygen administrad() en dosis b~ja5 de.300 mg seguida 
,· - .: - ·«-.; '. : ,': .. :· ··. -.···'. - ''. ·: 

de un una dosis de 100 mg/día"p<;>rS6 días y"a·dosi~altas de6oo mg seguida de uná dosis 

de 200 mg/día/56- dfaS, estos dos grupos experimentales -fueron comparádoscon el" grupo 

control que solo rec;~ió tratamiento placebo. C~be ~encionar que··- tod~s los_ pácientes 

recibieron tratamiento _con metilprednisolona de acuerdo a la dosificaci()n acordada en el 

NASCIS II. Los datos iniciales obtenidos de 28 pacientes muestran que existe una m_ejoría 

funcional (50% vs 7.1 % p=0.034) cuando son sometidos a tratamiel1tC> cCln;SygeJ'l a las 8 

semanas después de la lesión. La recuperación funcional fue'e~a¿ad¡;cid~,~a~e~en la 
. " : -. . . . . . - . - - -. ' . . ' .. . -~ - - . . - . 

eficiencia primaría_ utilizando_ di~ersas: pruebas de toque ligerC>;·, ia-:Ces2~1a• pil1prick- y-, las 

escalas motoras de la America~ s~l~~('.Inj~ry A~~Óciation (ÁSI~).-~de~~~ se~C>~servó una 
- ' 

mejor runción de1 intestino, de 1a>ejisa. de 1a s'ensaCión~'iá:C'r:l-llL.Y-;ia.·.c:c:>tiiraeeión aí-ia1: 

Finalmente, en los pacient~~ c~n lesiól1 ~~riós severa:~e ~b~e~d; ~~;;116·~~ obÜ~ne ningún 

beneficio con dicho tratamiento, como conclusión de este est;_¡ctiC> ~e i~dica que el 
- . . . .·. 

tratamiento con Sygen solo proporciona ben~fieios a pácientes con lesión traumática severa 

(tabla 11) (Geisler y cols. 2001 ). 

Reg11/ació11 <le ca11a/es tle calcio 

El incren1ento excesivo en la concentración del calcio intracelular dispara niecanisn1os de 

daño que llevan a la niuertc celular ya sea por apoptosis o necrosis. Diversos autores han 
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sugerido que la regulación de los mecanismos_ del_ transportc:_del c_alci_o _sería una buena 

estrategia terapéutica. Con base en -este planteainient .. o -;se '·''ha;- probado ·el efecto 

neuroprotector de la nimodipina (bloqueador de. canalescif::calcio) 1ármac6'que reduce la 
;'-. . :;.-:.:._:. ~:<- -- .. --,_-·-. __ ': 7~ - .·. :. -~ 

isquemia postraumática, pues se ha observado._. que: la acurni~l~cióri d.e calcio .. produce 

vasoespasmo (Fehlings y Tator.- 1989);: 

En un estudio reciente realizado por Pointillru-í'y C:óls.; (2000) fue evaluado elefecto de la 

metilprednisolona (30 mg/kg-1/h .séiuicl;dJ ';.4n.:lVk~' 1 1'h~ 1 •por7;~í~~) ;,'.ae l~nimodipina 
(0.015 mg/kg-1/h-1 por 2 h se'guida de Ó.6j:-~g/kgc .. Í/h-1 :pClr 7:~í~)iad~inistradas por 

separado o de manera· conjunt~ e'h; .. 4~ ~~C:~jÓt~~ c6~-~ru"~P~~gU ;-58 co~ t~traplegia, estos 

tres grupos se ·compararon C:CI~ ~ri-•g~p6 .c6nt~CIÍ.e1LC:tiaÍ•· r'ioreC:ibió>niri~uri<iipo de 

tratamiento. Los pacien~es fu~r?.~:sd111~¡i~~s;~:~~ev~l~~~ió~'~~ui~i~~i6~.~~n-I~ escala de 
··'\':··-. 

la ASIA (que evalúa -las deficiencias-rnotorás y serÍsfrivas) durante_úrió'llfio:' LOs resultados 

obtenidos de este estudio ¡il~ic~ que no se observa ni~gún .. ~fe6to b~~éfico en los 
_- . -- -- ,. ' . 

pacientes tratados con !'vi:P ~i- .. co~ ilimodipina. En este est~dio lo~"·a~t-o'r~s -sugieren que el 

tratamiento con metilprednisolona y con nimodipina en pacientes con L TME debería ser 

reconsiderado (tabla U). 

A11tago11istas o bloqueadores de.receptores NMDA y No-NMDA 

Después de producirse una .L TME existe una liberación de gran cantidad de aminoácidos 

excitatorios, como el.gl_utamato y el aspartato que al unirse a sus receptor_es desencadenan 

el fenómeno de la excitotoxici~-id que juega un papel muy importante en_ los procesos de 

daño secundario. Los antagonistas competitivos pueden causar inhibición de los receptores 

glutamatérgicos del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) al unirse a los sitios de 
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reconocin1iento -del -glutamato;-los -fám1acos antagonistas- no competitivos se unen al canal 

asociado al receptor: ,N1vú:)~- y _ pn)di.iéen inhibición del receptor. Existen adcri1ás 

antagonistas del sitio-de ~ni~tt ciel coagoriista glicina que igualmente causa la inhibición del 
'º~o· .. :·.-/· _.:: ;·: 

receptor NM,DÁ: '(Ch;Cli;, ': 1987).' _ Diyersos fármacos han sido probados en modelos 

experimentales d:-l~slcS:rt' traumática;.• entre ellos la memantina. un antagonista de los 

receptores NMDÁ q~~ tl61-te-~Íta ~fil1idad por los receptores NMDA de la médula espinal. 

esta capacidad· füe evaluadá.pol"-vonEuler y cols. (1997), sin embargo los autores reportan 

que no se Óbserva'' nirig(iri efectó neu~oprotector en modelos de isquemia ni de L TME. Por 

otra parte. Liu- y' col~ .• -:~-~1~97) y Haghighi y col s.. ( 1996) evaluaron el 'efecto de la 

dizocilpina (MK-801):un antagonista de los receptore~ NMDA y el NBQX ;_;nantagClnista 

de los receptores no~NMDA, en un modelo de excitotoxicidad por inyección-inira'espinal 

con NMDA y ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metilsoxazol-4-propionico (AMPA)., .Los 

hallazgos demuestran que el modelo reproduce el efecto excitotóxico originadodespués de 

una LTME y que el MK-801 y NBQX inhiben el efecto del NMDA:-·;_del~'AM,PA -

respectivamente. además proponen que el uso de estos fármacos podría se/b:~:¡~-~Cl-'6_omo 
tratamiento terapéutico después de una LTME. Además Wada y cols .• (19S)9YprC>pot'.ien'qúe 

los antagonistas de los receptores NMDA tienen la capacidad -- de -ih~il~j/;;~·~;op{o~ls 
(muerte celular programada), observación que _corrobora, el tra~aj~ de-¡~~-~~~; ~ cols .• 

( 1998) donde se concluye que la activación Cif: ios i reC:<:¡:>tbres: :i,J'°MoA 'jn~~en~enta la 

apoptosis en un cultivo celular de moton'-'uro~~s ci: ._,M;~~-~~s't~~:~l;C>. '. >: -
Finalmente Lang-Landunzki y cols./(1999) ~~'i~o~é:n'~¡ uso cl<:i ,;:¡lu:Zo;, un fármaco 

neuroprotector con capacidad para bloquear la neurotransn1isión glutamatérgiea. En su 

estudio los autores desarrollaron un modelo experin1ental de isquen1ia n1edular en conejos. 
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que recib_ieron u_na __ dosi,s_de_ri_luzol de_8 ___ mg/kg i.v. _antcs_de la isquemia, los resultados 

demostraron que el ril'1zol atenlÍa la necrosis, la apoptosis-y la proteólisis del citoesqueleto 

inducida por la isqu~rllia, esto de manera dosis deperÍdi~nte ~tabla Ir). 

Ma11ejo de las ,.~ac~f~:~;~ d~ la 11e~á'!i1,jr~;;,~~ió1~; : 
Diversos autor~s han dernost~ado qu6 1()~ p~dc~~~s ii-lhan1atorios pueden iniciar una cascada 

de daño __ secud~ario·~~(;~I t(;jido ~ci~iC>:cx '~~~~ Ia ~ro~resiva formación _de cavidades 

quísticas y la :;;.c;~~cción ·d~-- una cicatriz flb;il~ .. r1·1~~\'~Jgi~~en que das rnóléculas 

específicas'que pro.mueven Í~. inflamación tal -~¿i}~e~~~:t~·-pap~Í ~uyirn~ort~nte en la 

embargo, otros auióres señalan que la respuesfa-inflarnátoria>; pc>d°ria tener, efectos benéficos 

después _del daño, corno-son: la limpieza de los deiÚtus ceI~l,~esyl(Jsíni~sis•éJe factores 
- - - ···, - ·.,. ·'- ··-.: -- -~'"-.,-. -:~.· -.. :.·~--;~. <•.~.:· _ .. _ .-.-:.~ ·. ,,,-,.· •. '-., - • 

tróficos y citocin~s. se ha reportado,' c¡uela pre~~r¡ci~Jd~-~~s~óf~i~~:-iri1i~;.C>gu~-~6~i~ados 
promueve la reger¡eración ixc:mal (Hauben. y Sch\Vartz; '.2c)():3))y'_, prol)ábie01ente poclrian 

tener efecto neuroprotector durante el daño excitotóxiC:o: R~<?ieJ01!~á-iente's6 c1,ell1'ostró c¡ue la 

rnicroglía tiene participación en la recaptura del glutarnato ~~aj'i~~-~-·C:aí2;:-ioén).• 
·. . . . -;,, -- ... - " - ·- - ·.' ··"-: .-.~. -·. - .'- .. . ' ' . 

Por otra parte se ha comprobado que la presencia de los Íin:f~~it~,~,r'y 13'.jll.v~~~cen .una 
.': ,,>'. ', , .. ,,._.º:.:.>: ':·<'_,,,·,:-'.:; .. :·:·: .. ·: .. ·:.,._ 

mejor recuperación füncional después de un daño en el· SNc' (MoU:ie.-11 y ¿'óls~~~-2obO). 
~-- ' • ' • • -:: • ".> ' • • e•·•· • .• • • 

Durante la respuesta inflamatoria generada después de unal~~i'6n;,;~)~~~clJ~a"ei~inal, se 
" .,._ - : ,- ~··:_,;; - ::~.·: .-- ' 

ha observado la- presencia de receptores TrKA_ (para. el:NGF)<§,1ll.'::lií~i~~Ís _decdiversas 
- ' ' - .· - < ·- -··. ·. -~·.: .. ; ~··-···-. - ·- - .-

neurotrofinas (NT3, NT4/5) en clones de linfocitos Tdel·t'fp6 cr:>~4(sa.;;~U:~br~gioycols .• 

1 994 Moalem y cols., 2000) así corno, la síntesis del NGF en los linfocitos B, los 

macrófagos, la microglía, los mastocitos. los eosinólilos y los basófilos, (Torcía y cols., 
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1996; Elkabes y cols., 1996;Heese y_cols., 1998; Leon ycols.,_19_9~;_Solom()n y_cols .. , 

1998; Burgi y cols., 1996), además se ~bs~rvó qU~ los linfo~it6s B y Jos rno_nocitos, tienen 

la capacidad de sintetiza BDNF. Con. base en estos hallazgos se ha:~ugerido que el efecto 

neuroprotector de las C:::éllllas ciüe participan en·· la- respuest3. ci~riamátorfa ·'se 'debe a la 
, . ~ . . ~ . . 

capacidad que tienen de sintéti~ar y secretar factores tróficos corno el BDNF y NGF así 

como diversas ncurC>trofi~as,''sin embargo la. a~toiíi.~unidad debe estar presente en el 

tiempo correcto y cbri lii i~t~nsi~adacl~61.lada(HaÚben ~ Sc~wartz, 2003). 

Modulació11 de la respuesta i1ifra11íiztá~ia'·' 
.· ·_ ,, ::;- .. '.' -~~; .. :'-:-</./':~. ·- . -: -

El enfoque propuesto de modular la respuesta inflamatoria después. de la lesión ha llevado a 

desarrollar otras estrategias tera~é~ii6'ik•' corno la atenuación. de la migración de los 

leucocitos. Con base en estos ant~cic!'e'rite~,; ~~ han ._utilizado' anticuerpos morioclonales 

específicos dirigidos contra las mol~cú13.~'cl;eacll~esión_qUe incluyén l~selecti~a-P CTaoka y 

col s. l 997a) e 

neuroprotectores, así corno el e~ple~~~ 'a.Ai~Je;.bók rnonoclonalés C:o~~~~lifinteinna alfa­

D. una proteína de adhesión-al end;;i~ü;;.J~'~ular pa~a rnacróf~g~s y:~~&~;¿'f¡¡~-~~~:'Es-bien 
conocido que, como resultado ~~: 1:· LTrviÉ·i~ incrementa h1 .síntesls'~:Íe -pro~taglandinas • 

. . - ' -

tromboxanos y leucotrienos, alterando el,• fluj() sanguíneo' y favoreciendo la agregación 

plaquetaria lo que trae como consecuencia el .fenómeno de isquemia. Para tratar de 
'~--. . ,· ' .. ·: ·-. ' ' . . .. -·-

contrarrestar este fenómeno se han. desarr~llado -"estrategias terapéuticas para inhibir a las 

enzimas responsables de la síntesis dé estas moléculas (ciclooxigenasa y lipooxigenasa). En 

un modelo experimental de L TM E en gatos. se probó la eficacia de la naloxona comparada 

con una combinación de indometacina/heparina (4 mg/kg y 300 U/kg respectivamente) y 
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prosLaciclina (20Ungíkg;niin). los LraLanlicntos fueron iniciados 1 hor:i después de In lesión. 

los rcsull¡idos <lt.:n1osll·an.ln L}Uc.: existe una recuperación ncuroló!!ica significativamentL" 

inayor en tocios lo:::. grupos Lratados cuando se con1paran con el gn1po control al cual solo se 

h.: ad1niujstró plact.!bu, por otra partt.: Ja eficacia de: Jos tratamientos fi.Jc sirnilar en todos los 

grupos (labia 11¡ (Hallt:nb.:ch y cols. 19831. 

I11u1u11usu¡.Jrt..:~ore.' 

El Tacrol1mu~ (FK5U61 un iru11unosuprcsor que es utilizado en la clínica en pacienlcs 

soxu~tidos a tz·•.u1spiantc.:s, ha <len1ostrad.o incrcn1entar la velocidad de regeneración dcJ 

w:n·io ciatico de la lata (Gold y col s. 1995 l. Por otro lado B::i.vena y cols .. ( 1999) 

dc.:niuslrarun c.:11 u11 111udc.:Jo cxpt:rin1cntal de LT1\1E en ratas. que el FK506 administrado a 

una dusis de u.5 u 2.U 1ng/kg actúa corno agente neuroprotector y rcgcncracior ~ohrc axones 

de.: la culurnna dursal de iu rnl:dula c.:spinal. adc1n::i.s los autores con1parnn al FK50(l con la 

J\1P y concluy<:n quc el r:K50ú t:s 1ncjor 11europrotcctor que la MP. 

Finalnu:uu.: otros tr<Ltarnicntos incluyen el iloprost, el mcsilato de gabexate que inhiben la 

<Lctivación de.: lus lcllcocitos y disrninuyen el disturbio motor después de una con1prcsión de 

1" m<:dula c::.pinal (tabla 11) (Tao ka y col s. 1 997b ). 

Cunw ya se niencionó previamente. después de una L Tl\1E se incrementa la producción de 

radicaks libres originando estrés oxidante, bajo cst::i.s condiciones se desencadena el 

li.:w.J111.:no dt: lipopc.:r·oxidación que.: daña las n1en1branas celulares. se ha sugerido que esto 

pLH.!<lc.: llevar a la degeneración celular postraun1ática. Así .. numerosos estudios han evaluado 
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el uso de diversos agentes_ farmacológicos para inhibir _el estrés oxidante. Kaptanoglu y 

col s., ( 1999), y Abe y cols., ( 1997), administraron el rncxilatine y el OPC-141 1 7 a dosis de 

50 rnglkg i.p . y de 1 O a 30 mglkg. respectivamente para probar su capacidad antioxidante 

en un modelo experimental de L TME, los resultados -démostraron que el tratamiento con 

dichos fármacos disminuye la lipoperoxidación y "protege la ultraestructura. del tejido 

medular después de la lesión, además el OPC-14117 __ tuvo la.capacidad de preservar a las 

motoneuronas. 
- -

Otro fárn1aco que se ha propuesto como agente -ne~roproteétor -por su capacidad para 

atrapar diversos radicales libres corno el radical 

prevenir la oxidación de los grupos tioles (SH) de- las proteínas, es el pirudoindol estobadin, 

su capacidad antioxidante fue probada en diversos,- modelos experimentales de 
'·.·. > ·:. ' 

isquemia/reperfusión e hipoxia/reoxigenación. El ü-3.ta.fri'iento con pirudoindol estobadin 
•, -·- -. , . . ' . ~ 

mejoró Ja sobrevida de Jos animales, restauró Ja -ti~srnl~ió~ sináptica; mantuvo los niveles 
·-- ··"·· - --

de grupos SH en el tejido y disminuyó Ja lipoper~iida.ciéÍn. Además_ mejo~ó efe sistema 

intracelular de secuestro del calcio y disminuyó - lÍl oxidación de lipoproteínas de baja 

densidad que juegan un papel importante en el desarrollo de ateroesclerosis _(tabla II) 

(Horakova y Stolc, 1998). 

Reg11lació11 de la síntesis de No· 

Después de una L TME se incrementa la actividad de las tres isofom1as de la sintasa del 

óxido nítrico, y por lo tanto las concentraciones de NO· podrían ser citotóxicas. Diversos 
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REGULACIÓN DE LA SÍNTESIS DE NO 

estudios dem.ucstran _que __ el uso de inhibidores de la síntesis de óxido nítrico acelera la 

recuperación motora después de la lesión de la médula espinal. Nemoto y cols. ( 1997), 
' '·,_ - . -

demostraron qúe la _administración de N(G)-monomeÚl-L-arginina (L-NMMA) a una dosis 

de 10 mglkg favorece la recuperación funcionat(€:~-:r~tas.:Así rnismoiHamada y-cols.; 

( 1996) administraron, durante la fase aguda- del~{)~~¡¿~ e~:~n i"l'l~d~lo. experimental en 

ratas, NG-nitro-L-arginina metilcster (L-N~~)-~ Loi ~~s~ltados rrtostraron que el uso de 

este fármaco promueve una mayor recuperacici.'ri[_;u~~i-ona:1 ~ue la obseniada en los animales 
. __ · -.' .·._.· .. ·., -·----- ·. ,• 

que no fueron sometidos a dicho tratamiento;l>i~~ITlb~~g6-1ap~rticipación del óxido nítrico 

después de una lesión no solamente tiene ::rect<Js. cit.otóxicOs potenciales, sino también 
._ ·, .. --·-. 

puede tener efectos benéficos como su participacióncn·layasodilatación, con base en estos 

antecedentes se han utilizado inhibidores específlcos de las tre~ isoformas de la SON. Hu y 

col s. ( 1 999), administraron amÍ~ogua~idina 'a üi-i~ ~~si~··<l~ ; µiuó1~ i,m fárrrlic~ qie iTthibe 

específicamente a la SON i~duc~ble (propuesta ~it la:lite~~t~r~c~~O, ¡~iso}¿~~ ~~;cil.lct6ra 
del óxido .nítrico citÓtóxic~);y ~n inhibÍdor .de:Ja',s8N-,~~A~tif~ti~~-o;:;~~~';;;~~l}•61 7-

;~ - ~ -.... _~ ·\: -

nitroindasol, a una dosis de 1 µmol, en este trabajo' se indujC:,)~{i<lafió<riieCititar pÓr la .. ~ .. -. ' ',,_ .. -- - ..... ' . -·-··-·--- -·' - -;. ' :-'· - . ' . -

administración de dinorfina.· Los resultados-~úgier~Ilcq~~1{~¿~~-~~f~$d~~+~efrdfde Óxido 

nítrico en las cé1u1as endotelialcs tiene un ªPª;~nt~ ~redi~ fi'iJ;~~;'<';í6~1~Z~ú~~~ra.s que la 
'':'. ::, '·.2 ·:- .. ·:· ,:_· : .. :·.;./ . ¡- ·.-:..:· • 

sobreproducción de óxido nítrico a nivel neuronal inch.1ée_neurotoxicid3.éi;' 

Así mismo Zang y cols. (2003), en un mod~lo-d~ le~iÓn de.1k-¡;~d~la espinal por 

compresión en ratas, demostraron que el tratamiento con_3.niipógüaniÍ:lina administrada 1 

hora antes una lesión y 8, 24 y 36 horas después del daño, inhibe la apoptosis y mejora la 

función motora 
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OTRAS POSIBLES ESTRATEGIAS 

Otras posibles estrategia . .; 

El clembutcrol· revierte la atrofia muscular después de una·LTME cuando se-administra a 
. . - . ' ' . . - . 

una concentración de l On1glkg por día. Este fármaco es .un . agonista' _del receptor J3 

adrenérgico; que, ~l ~er estimulado promueve que se expr6lien: dlve~s6s factores tróficos, 

además se. ha· observado que por medio de este n1ecanismo· se promueve· tanto la 

regeneración como la neuroprotecció~ (Zeman y cols; 1999). 

El incr;;,mento de la acti~idad ··<le los re~eptores GABAergicos ' a través del uso del 

clometiazol (CMZ) es una estrate~i~ terapéutica neuroprotectora. propJ~sta por ·Farroque y 
' . ~ .':---/>·-_; .. : 

cols., (1999) en un modelo de .. LTME~ Los autores probaron ~1 ·efecto neurop~otec;::tordel 

CMZ a una dosis de 150 mgtkg y e~aluaron larec~peraciónmótÓ~a despiié~"d6J claño. Los 

resultados demuestran el CMZ mejora la fu~ciÓri motora y atenúa :Id~~~ m~rfológ~co. 
Se ha probado la eficacia del sulfato de rriagriesiÓ (MgS04) comÓ agente neuroprotector 

después de una LTME sobre la función de los. axones y la .lipoperoxicfaciÓn en modelos 

experimentales de lesión medular_en ratas. Súzer y cols., (1999):probai.C>l1.'dosAiferentes 

dosis de MgS04 (300 y 600 mg/kg) y demo_straron que tiene un efeéto ne~r()protec_tor sobre 

la transmisión eléctrica somatosensorial ·y sobre la lipoperoxidación de manera. dosis 

dependiente. 

Trata111ie11to e11 la etapa cró11ica de la LTME 

El tratamiento con la 4-aminopiridina es una opción para_, el tratamiento· en etapas crónicas 

de la L TME. Es ~rÍ fármaco eón ·•efectb inhibitorio sobre Jos canales de potasio. Su 

administración promueve la recuperación de la función neurológica (tabla 11) (Sega) y cols. 

1999). 
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TABLA 11 

TABLA JI. TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS EN LA LESJÓ;-..: rRAlJMÁTI<.-.-\ DE LA MEDULA ESPINAL 

E freto :\1udclo ci¡pcrinu.•ntal Rrf'-'rl.'ncia 

Corticoe.\tc•roidc•!I Antiinllamalnrin. reduce la fi..-,rmaciún .. te edema. En humanos y en Brackcn y cols .• 19KS.198S.1992.19')7y 

:\1ctilprcdnisolona 

21-Atninol'!ltt"roid,•s (l.a:.arohln) 

li-74006F !\ksil•HO de tiril;v..ad 

antio,idan1c. Inhibición di! la ti1sfolipasa A~ 

T..-atamicnlu no h1,.•nClico 

animales 

Aniio.,idantc (inhiben la pcroo¡.idac1ón). mantiene En humanos 

lo~ n&\'clcs de vitamina E 

disminución del llujo sanguinco .. 

pre" 1cnc la anin1ak-s 

J99M. 

Pointillan y cols .• 2000 

y lll.'.lighlcr y cols .• 198811311 y cols .• 1992 

C-oatcs y cols., 1995 

And1:r.mn y cols .• 198R 

Anta1:oni ... 1a ... d,• rc•cc•ptnrt''!> 11pioidt.•,.· En pacientes no tiene efce1os bcnCficn~ En humanos y en Olsson y cols .• 1995 

~alu:ii.on.1 En modelos animales favorece la recupcr.1ción animah..-s 

funcumal y d1~rninuye la proJucción úc ~upcróotu.to 

en la microglia 

nrncken y cols .• 1992 y 1993 

X iao y cols .• 1998 

Chang y cols .• 2000 

<ianglioJ.iJu,. 

:'\.1onos1alo1ctr.1hexo-silgangl10!.ido 

(ganghosido Ci:\.1-1) 

lncremcma la velocidad de crecimiento neurilico y En humanos y en Geislcr y cols .• 1991 

estimula la regcneraciún axonal. 

Atenúa la lilx·ración de ammo;icidos exciutoTHlS 

animales lmanaJ...a y cols .• 1996. 

Rhoney y cols .• 1996 

Rt•¡:u/acidn dt• eanalt•s de c-alc-io 

Nimodipina 

Bloquea los canales de calcio. n.-ducc la isquemia En humanos y en Fchlings y cols .• 1989. 

postraumatica. 

Tratamiento no bc:nCfico. 

animak~ 

Anragoni!J.ta!'> dt.• receprurrs NAIDA )' Inhiben la cxcuoto,icidad originada después dl!' una En animak-s 

no-/\'llfDA 

Dizocilpina (:'l..1K-801) 

NBQX. 

Riliu7ol. 

LTME. 

Inhiben la apoptos1s 

Bloqueo de la neuro1ransmís1ón glutan1atCrgica 

!tfoduladori•,. di• la rt'J.puesta Disminu)·e la resput.-sta mflamatoria. 

inflanraroria e inmuno!J.·uprt•sores Inhiben la ac1ivación de leucocitos. 

:-.;:alo"'ona Disminu)·e la lípopcro"'idación 

lloprost. mesilalo de gabc."tate. Se incremcnla la velocidad de regeneración 

Ciclosporina-A. 

Tacrolimus (FK-506) 

En animales 

Anrio:l:idaanre ... 

Mc.11.ilatin. OPC-14117 

l:stobad1n de pirudoindol 

Disminuyen la lipopcroxidación. prc..-scrvan a las. En animak-s 

moloneurona.s. previenen la oxidación de grupos 

lnhibidorf."s J,• /a ~\·o,'\' 

~(Ci)-monometil-L-arginina (L-

Sii 

Aceleran la recuperación motora, En animales 

Pointillart y cols .• 2000 

ltaghighi y cols .• 1996 

Liu y cols .• 1997 VonEulcr y cols .• 1997 

Anm:ser 1998 \\'acta y cols .• 1999 

Lang-l..andunzki y cols .• 1999 

Jlallcmbcck y cols .• 1983. 

Taoka y cols .• 1997 

Diaz-H.uiz y cols., 1999 y 2000 

Gold y cols .• 1995 

Davctta y cols .• 1999 

Kaptanoglu y cols .• l 999. 

Abe y cols .• 1997. 

l lornkova y cols., 1998. 

Ncmoto y cols. 1997 

llamada y cols .• 1996 

SM:'l..1A) lfu y cols .• 1999 

S<i-n1tru-l.-arg1n111a mct1lc..·s1cr (L-

:"AME) 

An11nogu.1n1..J1n;.i. 7-nuruinda!>ol 

( "lc:nhutcrol 

t "lumeua...-ol ({ ":\.1/.1 

4-.un1n•1p1ndma 

Agonisia dl!' rcceplorcs fli - adrcncrgicos, estimula En anin1ak-s 

la sintesis de di,,·crsus factores tróficos. 

Incrementa la activid~•d de los rcceplure~ En animales 

GABAergicos. rnejur rccupcr.1c1on moh1ra 

l>1~n11nU)'t." la l1¡'M1peu1,1dac1ún. n1t."J•1ra la 1:n a111n1;1le~ 

1ran~n1u:itln t.•ICc1ric;1 .. 11rna1o~cn'>'1n;•I 

lnh1hc 111" canalc..•.., dt.• pt.lla~111. 1a\11rc1.:c la l·n hun1;•n11., 

recu1,.c.:rac1on neun1hlg1ca 

1. 1 :-i..1 L. 1 c~1011 1raL1111at1..:a de 1;1 nwdula c~pmul 

a111malc., 
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Zcman y cols. 1999 

Farooque y cols .• 1999 

Su.l'cr y cols .• l 'JIJ'J 
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CICLOSPORINA-A 

Ciclospori11t1-A 

La ciclosporina-A es un fármaco inmunosuprcsor. lipofílico. neutral y cíclico de 1 1 

an1inoácidos~ con un peso molecular de 1.202.6 extraído del hongo To/ypoc/adium 

i11flatu111 Garns. Su sitio inmunosuprcsor se localiza en los aminoái::idos colocados en las 

posiciones 11. 1. 2 y 3 (figura 3). 

H,C'- /H 
c 
11 _,..c, 

H,C'- /CH3 H <fH> 

<j=H H,C'- _,..CH3 HO'- /C~ yH> 
CH, CH, CH CH, CH CH3 CH, CH3 
1 1 1 1 1 1 1 

CH,-N-CH-CO-N--CH-C-N--CH-CO-N-CH-C-N-CH 
1 11 1 11 1 • 

H,C'- yC O H O CO 

/CH-CH,- CH 1 
H,C CH,-~ H o H NI - CH, 

1 .1 . 11 1 
oc-cH--N-CO-CH- N-CO-CH--N- C-CH-N-CO-CI-' 

1 1 1 . 1 1 1 . 1 
CH, H CH, CH2 -CH3 CH CH 2 

1 /' 1 
CH H,C - CH3 CH 

/ '· /' H,,c C.:r-13 H,C CH, 

Figura 3. Estructura quimica de la cic/osporina-A. (Diagrama de Kt1ha11, 1989) 

Metabolismo 

TESIS CON 
FALLA DE OFJGEN 

En el hígado la CsA es convertida por las isoenzimas de la superfamilia del citocromo P-

450 en metabolito·s que retienen la estructura y que son de alta polaridad. La 

coadministración de drogas que interactuen con el sistema de citocromo P-450 pueden 

afectar el metabolismo de la CsA. 
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ABSORCIÓN 

Absorción 

La absorción de todos los fármacos depende en gran parte de la dosis, así como también de 

sus propiedades físico-químicas y finalmente de la vía de administración. La absorción de 

la CsA administrada vía intravenosa .es completa, mientras que la de la administrada vía 

oral es muy variable. 

Distribución 

La mayor parte de la CsA en la circulación se asocia con lipopreteínas de alta, baja y muy 

baja densidad (34, 34 y 10 respectivamente) y con quilomicrones (Ryffel By cols. 1988). 

El lugar de mayor depósito de la CsA es en el hígado. 

Eliminación 

La CsA se elimina principalmente a través de la bilis mediante su. metabolismo y una 

pequeña porción se elimina.vía renal. 

La CsA es un fármaco accesible, con un esquema de administración ya establecido en 

modelos de LTME (Ibarra y cols. 1996), además actualmente la CsA ha .dejado.de estar en 

fase experimental ya que una gran cantidad de. estudios clínicos (Vries y cols. 1990; 

Hodgkinson y cols. 1990) y experimentales (Nakasasu y cols. 1990 y Green, 1988) apoyan 

su eficiencia. 

lv!ecanismo ele acción de la cic/osporina-A 

Su efecto inmunosupresor fue descrito por Kahan en 1989 (figura 4) a través de su 

capacidad para inhibir la transcripción de la IL-2 y de su receptor en los linfocitos T CD4+. 
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MECANISMO DE ACCIÓN DE LA CICLOSPORINA-A 

Al ingresar al citoplasma celular se une a una- proteína-denominada cictofilina (CP); estc­

complejo (CP-CsA) inactiva a la catcil1eurína. una proteína fosf~tasa 2EfseríriaÍtrconina 

activada por Ca2 + /Calmodulina (CaM) expresada:, en elS~C. q~C:::t¡;~-~ alta' ~finidad por el 
. .-. ·. -_ ", ~ ,- •" " ' - · . 

. ·. . ··-· '" 

ca2 + (Kissingcr y cols. 1995), es degradada por lacalpaín~ ul1~ P'rote~~ depemdiente de 

Ca2 + (Tallant y cols. 1988). 

Al inhibirse la actividad de la _calcineurina ~or bfecto. de ;la C::sA se -regulan diversos 

substratos banco de esta importante enzima, _entre- eilos;el Jactar: de. transcripción NF-A T 

asociado con la expresión de-~~ -gra~ ~~~er~ ~~>gen~¡ talds'.C:~n1~ ~l ~~l~;i~~e¿l~~ci~a IL-2, 
f'Y• • 

la IL-3 y la IL-4 en los Jinfo~itoef_T, ia r()rn:i~- fosforilada se encuenti-a·localizada en el 

citoplasma, pero la forma desfosforílad~ ;q¿·¡~ calcineuríl1a en ~~spu~~~ªª ~h-i~;C:ren~ento 

en el [Ca2+]i se transloca al núcle~''6-il1teractúa con los elementos'dci:¡p¡:·_:Fos y Jun; 
-

desencadenando la activación de los linfocitos T (Jain y cols. 1993);.por Íó't~t~~ el uso.de 

la CsA podría estar inhibiendo ir r~~pu~sta -inflamatoria. y reducir el iestré~ .oxi~ativo. -al 
' - . . .. - ,_ : 

disminuir la llegada de las céhÚa5 inflámatorias que son product6raidi~ gian<le's; cantidades 

de radicales libres (Winyardycols;l994). 

Por otra parte la inhibiciói{ ~6_1a. calcineurína podría tener efect~sobr;_H~- regulaCión de la 

actividad de la SON. Co~'ó '.se• l11encionó previamente- esta cl1;;ihtri.'.:e~ ir~gulicla por 

fosforilación. en estado f~~fo~ladado su actividad disrrii~u~~:rnient~-~Ü~ desfosforílada 

(por calcineurina) se ~cti~~ (Da~s¿~ ; cols; 1993). Eii.Ib t~~fa--~¡:,~~i~~I~ntc> ~on · CsA 

podría dismin_uir .la adti~l~al d~ 1~ SON y~~cii.icÍ'I'·- íis J6~6~11t~~ci~l1é~';d~'-;~Ó-(figura 4). 

Este efecto fue démo~i~~~o>e~ 21 tfah~j~·-;e;liz~do p~>f~~j~~¿i¿ :)~~¡~:~ (1998), 

administrando CsA al medio de cultivo. se pudo observar la inhibición de la activación de 

la SO Ni en una linea celular de glioma C6. 
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MECANISMO DE ACCIÓN DE LA CICLOSPORINA-A 

Sin embargo no solo se pueden regular las concentraci()_f1es,}'-1p por inhi.bición de la enzima 

sin también por la expresión. 

Se ha propuesto que el efecto inmunosuprcsor de la.CsA podría tener acción directa sobre 
- •'· -

la inducción de la expresión de la SONi; pues se sabe ~ü~: las citocinas (IFN-y. TNF-o. e 

interleucina 1) sintetizadas por las células infl_amato'rias inducen sl1 expresión (Mine-

Golomb y cols. 1994). 

El efecto de la CsA no solo es a través de la calcineurina sino también .de las ciclofilinas 

(A, B, C. D) también Úamadas inmunofilinas (Gold, 2002), por l~'.qué: resulta pertinente 
1 ' • • ••• -

conocer la participaci~·ttd~ esta inmunofilina durante el daño en·e{iisteína nervioso. 

Como se ~enc~onó. p;~viamente la ciclosporina-A ingresa: aI·::cii'.bplasm~ y se. une a la 
- '•"' ,.' :·· : 

ciclofilina-A (CP-A) una proteína de 17kDa que tiene activida~--~j;_~rans peptidil-prolil 

isomerasa y cataliza el plegamiento de las proteínas: L.a Cf'.2A.'i;;!;tá presente en altas 

concentraciones en el cerebro, se ha propuesto qu~~la:CP}A'.s~;~ri~l!e~i.rarelacionada con 

proteínas neuronales-especificas tales como receptClres~¡)ara':cliversClsn~urotránsmisores. 

Goldner y Patrick ( 1996) realizaron un estudio de·· inmun~histoqufmica, para determinar la 
\, ·-.>. --~·. _--; : ., ·-, - -. . 

distribución de la CP en el cerebro de la rat:{adultaylos resultados.muestran que la CP se 

encuentra presente en todas las neuronas d_el cerebro, y es poco .significativa su presencia en 

células gliales. también se observó la presencia de CP en las células ependimales o piales. 

Por otra parte se sabe que la ciclofilina forma parte del poro de transición_ de permeabilidad 

mitocondrial importante durante el ,inicio d~ la apoptosis. 

Después de un daño af si_stema' nervioso. la· homeostasis de_! calcio· se· pierde. y el incremento 

en las concentraciones intracelulares de este puede tener efectos tóxicos que desencadenan 

el proceso denominado apoptosis. durante este proceso se observa una degradación 
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MECANISMO DE ACCIÓN DE LA CICLOSPORINA-A 

del DNA nuclear por activación de cndonucleasas específicas- (activadas por_ calcio), así 

como la activación de algunas fosfolipasas · (fosfolipasa 2A· y :fosfolipasa C) cuya acción 

lleva a la generación de radicales libres, además se activan ei::izimas calcio-dependientes 

como la SON cuya activación incrementa las conéentraciones: de NO·.- én_.'éste proceso 

aumenta la capacidad de generación de peroxinitrlto cC>2-

altamentc citotóxica que inhibe algunas enzimas- n1ltocol"ld~aJ.~: 0 im~ortante~ en la 

generación de ATP lo que se traduce en un daflo-IT1i1:6b¿r;-clria1:-P~a~~t~i-icl;;r.~Üeproceso 

es adecuado mencionar algunas característicasd~-1i·~{i,'?J~~cÍ~d;·2~1~N~;¿nd~1l-~~tlene 
y regula la homcostasis y la concentración -d~I: C:a2:<-:j'.;-ii~~c~1iiiii.r ~()f.;s<':cue~Í:~() o lib~ración 

; _ _: ... -.. 

de Ca2 +usando varios mecanismos, entr~<6sto~·ü:i é~~Í-cl~'ca2:; é1~6~rogénico. La energía 
•" • ',,', ... ,,,' •' .;, »'' ,,_,• •--',_e•,•--.\ •,• '-• ' 

que se requiere para la acumulación ele 8~2~.:~-~o~Í~ri~:~ei.b6ten~i~l d~ ·membrana 
.,. ,; ., •• --~- - :.:·.;:; 2 ·;:_ ·:., ·.;_\_·r.·: ~.(· 

mitocondríal. Este potencial_: es generado: por.el Úi~adienté de) protones fst~bl~Cido_ ·por_ la 

cadena transportadora deelc;;tron~~.-riec(:sa'ri6pii:;~ ~u6 ~~ ~~~pJ.eii}~!iplraciÓ~-;lasíntesis 
-;~:;;_ ~" ~ ;' - ·-~· 

de A TP. Un daño en la integridad'.bioenergéticá de la mitocon'.dria 1prodl1C:~.l1~ª i:riuerte 

neuronal significativa, con la apertura del poro de transición de penneabiÍidád IT1itocondrial 

(MPTP), lo que sugiere que este es un mediador clave en c~t~ pro'ceso <fi-i.~i~I~ pubinsky 

1997). A través del MPTP se liberan moléculas que inician el proces~' ripbptÓtiéo como el 
: ·. ·-: .. ,/...-.~.:-·: .. /::. \'.'. '• ;:· ·.. ;_-_-:: .. ·. 

citocromo e y factores inductores de la apoptósis que activan a )as caspasa. -(enzimas 
. .- ' - - - : :-·; __ ; · .. · .. '.-, . : ·. : , --~ 

protcoliticas). Se ha demostrado que cuando la CsA se une a la_CP"'."D (inrnu:n~fiÚna que 

fonna parte del MPTP) se inhibe la salida del citocromo e a través-d:~I ~PTPy-por lo tanto 

protege a las neuronas de la muerte por apoptosis (Ruiz y cols .• 2000; Gold. 2002) (fig. 5). 
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PARTICIPACIÓN DE LA CICLOSPORINA-A DESPUÉS DE UNA LESIÓN 

Participació11 tle la cic/ospori11a-A después de""ª lesió11 

Un estudio realizado en nuestro_ laboratorio (!barra y cols. 1995); se demostró que ratas con 

L TME sever~ : que, ~,,'¿¡~ie~_on un - tratamiento con CsA presentaron una recuperación 

funcional signific~tiva~ente mayor queI-a observada en los animales no tratados. 
·:·:~~·· >,;~ ·>.·. '-·. 

Finalmente Diai~~uiZ yc6lsi;:c1999 y 2o00) demostraron que la CsA tiene la capacidad de 

inhibir la. lipoperClxi~a6iói-{~~~p~~sd~una LTME así -como mejorar la respuesta motora de 

animales'sometidos a tratai'ni~J:lfo 12 h después de la lesión por 72 h. además se pudo 

comprobar que el tratamiento con CsA no tiene efectos secundarios que pongan en peligro 

la sobrevida de los animales. 

l/ 
~ NO. 

l 
Inhibición de In 
•><p•••lón de: 

SODMn 
P1otefn.n Ocl-2 

Figura 4. Posible efecto de la Ciclosporina-A después de una lesión traumática de la médula 

espinal sobre la actividad ele la sintasa del óxido nítrico y el factor de transcripción NFkB. MGluR: 

receptor metahotrópico de glutamato; NMDA-R: receptor N-metil-D-a.,partato; GluR: receptor de 

glutamato; VSCC: canales ele Ca'· sensibles a voltty"e; PLC; fo.efolipasa C; PIP,; fo.ef<1tidilinositol 

4,5 bifosfato; DAG: diacilglicerol; IP_,; inositol 1,4.5; trifo.efato; G: proteína G; SON: Sintasa del 

óxido nítrico; CsA: cic/nspori11C1-A; Cyl': cicl<~/ili11a: SODM11: superóxido c/i.,·111uta .... ·a de 

11u.111ga11eso. ( Diagra111a 111od(ficac/o de Siege/ y c:o/.,·. / 998) 
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PARTICIPACIÓN DE LA CICLOSPORINA-A DESPUÉS DE UNA LESIÓN 

Daño Celular 

~ BAX. BAK 

~ 
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' 1 
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Calc1neurina 
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-> h\.1crtc /.poplom:.¡] 

Figura 5. Posible efecto de la cic/osporina-A (CsA) sobre la inhibición de la calcineurina y la 

unión a la cic/ofilina en la cascada apoptótica. CyP-D: ciclofilina-D; MPTP: poro de transición 

111itocondrial; BAX. BAK: proteínas apoptóticas; Bcl-2: proteína antiapoptótica; Cyt c: citocromo 

e; AIF:factores inductores de la apoptosis. (Diagrama modificado de Finkel, 2001). 
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JUSTIFICACIÓN 

La lesión traumática de Ja médula espinal es un problema que tiene gran importancia, por 

sus implicaciones sociales y económicas. La falta de recuperación funcional después del 

daño es un problema que hasta el momento no tiene solución. A pesar de que se han 

desarrollado diversas estn1tegias neuroprotectoras, los resultados obtenidos no son 

satisfactorios. La fisiopátología de. laJesión medular es muy compleja y eso se ve reflejado 

en los po~os ~~~6e~>q~'~·~~Ú~~6J h~~ta el il-íoinento. Las ciif~rc;;riÚs·Ü~~i;<l~ it{~~stigi~ión 
·º1··.<;<·-1/ ····' : .. ;~::._:,-,;·-~:< ,;(·::· .. ,. ,·,·_,;;,_.--{·_ , __ ._ ,·'.;_:,'. <::~-- ·.· 

que se han desarrollado:'·~iij~i;ren'-·i~fC:~ac,i,6:.? b~ica;p~átratar'~e·ente?der,;r;res()lver 
cada uno de los' ~ec:ni~~()Q~'~;i~~~o. ~l ,J.,¡0;~~~.·:~1.~~·j~~~~i~id~~}~;~~:~~~~cklad ·de• 

combinarse ·con otros i~cíiciit«::S~~ÍÍb~~s'.~~:; ca~~ d~/:n;~~ihb€i';';iay¿~iriicttira· de las 

biomoléculas, y por Ío·· ta11¡~·~·~~t~k'.~!;;,~;ér}q~i~~~~d'~i~. ctisil.'i'~¡f~~ri<l61~;C>~ibÚidad 
de una recuperación funciohal c16spt.iés ele t.lria lesión; idemás~ de manera paradóJica; el NO 

también tiene un efecto fisioléÍgico,~mportarite, ya que es el responsable de la vasodilatación 
-,- _. .· 

y su presencia podría ser~ b'eriéfi~¡¡~>·ctes})Í.tés· del trauma. El uso de fármacos ·d:i:rno · · 1a 
" .-~, -" 

metilprednisolona, y el L-NAME ,ofrecen algunas alternativas para disrrifouir eL d.aiio sin 

embargo, el tratamiento no. es' efectivo. Por tal razón es importante seguir· estudiando 

nuevas opciones para trá,t~r 4e' ~11c6ritr:ar mejores resultados. En este tr3;baj:O.~~e prÓ~;ne el 
"· ,·~·,:;,._;:/.~:,::~',\·.'~-~:'<,:<:'.".~>,, ,; ; '_ - ' - ·'..-. ;;,::?·:<:· '~.'/'~--~~:;\' ~e:.'.·:; .. ·:,· 

tratamiento con ciclosporíná~'.A)iun. fármaco inmunosupresor que 0 por: suúnecanisÍno de 
.- •. - ••... '""·'" ~ - ' '.· . ' .• - . • - . " :· -~f .. • -· ·'-' '' - • ; _-,_ : . · ••• ,'-'-· ·• ~ ' - ... 

acción podría tener la·cap~6id~ctié!c;;' regular la actividad y expresión deJ~(~i~i~a del óxido 

nítrico despué~ cte!.un~ 16'~f6á;ic~J·ij~se e¡{Ja info~aCiónde·:f:~í~f~i~~~j~;;;;~¡;~t~i~ieríto con 

ciclosporina-A.·.:.p~ad¡·t···.~~~r.·:·.r~f ~.¡·fh~~~{¡~~j~,v~.~~~~i~:.la'{f.· ... r~s~~ii~¿:~;e~'·t:~Í~o dañado y 
. ,,,-;;_:.' • , _.;. .. ;; . .r:; .. _''' .;,_ "·' 

posiblemente esto se' tradÚzca una regeneración.a:Xonal que s~ refleje en una recuperación 

motora. Finalmente hemos considerado que los resultados que aporte este trabajo pueden 

ser importantes para entender parte de Ja fisiopatología de la lesión medular. 
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lllPÓTESIS 

1. Si la ciclosporina-A tiene efecto inhibidor sobre la actividad de la sintasa del óxido 

nítrico entonces se observará una disminución de dicha actividad en las diferentes 

isoformas de la SON después de una lesión traumática de la médula espinal. 

2. Si la ciclosporiná-A inhibe la respuesta inflamatoria y tiene efc.!cto sobre la regulación de 

algunos factores de transcrip~ión,,~~s~ués de u~a;iesión medular entonces se observará una 

disminución en la expresión de' las diferentes isoformas de la sintasa del óxido nítrico 
;. .._-. ·.-: :._ ' ..: ·' ' 

después de una lesión traumátiCa de la médula 'espinal. 



OBJETIVOS 

Objeth•o General 

Evaluar el efecto de la ciclosporina-A sobre la expresión y actividad de la sintasa del óxido 

nítrico en un n1odelo de lesión por contusión severa en ratas 

Objetil'os Particulares 

1} Determinar los tiempos de activ_idad máxima de la sin tasa del óxido nítrico constitutiva e 

índucÍble despuésd~ ~na 1.;,sióri traumática de la .médula espinal. ,, . . . 

2) Determin.ar el ef.;,~to d~ los. estrógeno~ y los progestágenos sobre la actividad de la 

sintasa del óxido -~;trlc~ constitutiva e ind~cible. después de una lesión traumática de la 

médula espinal. 

3) Evaluar el efecto de la ciclosporlna-A.admiriistrada a diferentes tiempos sobre la 

actividad de la sintasa deLóxidci:nítrico· constitutiva e inducible en un modelo de lesión 

traumática de la médula espirial p~~ ~orttusión severa en ratas 

4) Evaluar el efecto de la ~lcl~s~~rÍna-A administrada a diferentes tiempos sobre la 

expresión de la sinta5a del óxido· nítrico constitutiva e inducible en un modelo de lesión 

traumática de la médula espinal por contusión severa en ratas 



MATERIALES Y MÉTODOS 

En este trabajo se realizaron dos estudios: 

1. Actividad de las dos isoforn1as de la sintasa de óxido nítrico (constitutiva e inducible) 

1.1 Determinación de la máxima actividad de las dos isof"ormas de la sintasa del 

óxido nítrico a diferentes tiempos (2, 4, 8, 12, 24 y 72 h) después de la lesión. 

1.2 Detem1inación de la actividad de las dos. isoformas de. la sin tasa del óxido 

nítrico en las di fcrcntcs etapas del ciclo estral de. la ratá (proestro, estro, metaestro y 

diestro) sacrificadas 24 h después de la lesión. 

1.3 Detcm1inación de la actividad de las dos isoformas de la sintasa del óxido 

nítrico en animales lesionados y tratados con ciclosporina-A. 

2. Expresión de las tres isoformas de la sintasa del óxido nítrico (neuronal, endotelial e 

inducible) por medio de la técnica de Western Blot. 

2.1 Determinación de la presencia de las tres isoforrnas de la sintasa del óxido 

nítrico en el tejido medular lesionado de rata tratado con ciclosporina-A. 

Dctcr111i11ació11 curso-tc111poral de la 111áxi111a actividad tic la si11tasa del ó:1:ido 11ítrico 

co11stitutiva e i11duciblc después de 1111a lesión tra11111ática de la 111éd11/a espinal. 

Para poder establecer los tiempos de sacrificio de los animales lesionados y tratados con 

ciclosporina-A, fue necesario elaborar un diseño experimental para determinar el tiempo de 

actividad n1áxinrn de las dos isoformas de la sintasa del óxido nítrico en este modelo de 

lesión (contusión severa), ya que no se contaban con reportes previos en la literatura. 
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DETERMINACIÓN CURSO-TEMPORAL DE LA MÁXIMA ACTIVIDAD DE LA SON 

Para estos experimentos se utilizaron 50 ratas de la cepa Wistar adultas hembras de 12 a 14 

semanas de edad, entre 200 y 250 g de peso las cuales fueron divididas eri siete grupos 

con10 sigue: 

GRUPO 1 Ratas únicamente con laminectomía (n=8) 

GRUPOS 2, 3, 4, 5, 6 y 7 Ratas lesionadas y sacrificadas a 2, 4, 8, 12, 24 y 72 h 

respectivrunente después de la lesión (n=48). 

Deter111inació1t de la actividad de la sintasa del óxido nítrico constiLutiva e ind11cible e11 

las diferentes etap'as·délcic/o·éstra/.de la rata.después de 1111a /esió11 tra11111ática de la 

111éd11/a espi11al. 

Como se mencionó previamente, exi~ten diversos reportes en '1a Íiterat~ra que mencionan la 

participación de los estrógenos y los progestáge~os sobre la regulación ,de la acti'vidad .de 

las isofomms de la SON. En este trabajo, se utili,,;aron ratas hC::ml:>ris pin/ia reali:i:acfon de 

cada uno de los estudios, por lo tanto, considerrunos pertinente ~~mp~o~llJ":i,·I~· ac'tividad de 

la SON se modifica en las diferentes etapas del ciclo estral de la ratá ... c 

Para la realización de este estudio se utilizaron 24 ratas, las cuales· f"ueron divididas en 

cuatro grupos: 

GRUPO 1 Ratas en proestro (n=6) 

GRUPO 2 Ratas en estro (n=6) 

GRUPO 3 Ratas en metaestro (n=6) 

GRUPO 4 Ratas en diestro (n=6) 
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DETER.."11NACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA SON EN LAS ETAPAS DEL CICLO ESTRAL 

Todos los animales fueron sometidos a un frotis vaginal previo a la lesión para poder 

identificar cada una de las diferentes etapas del ciclo estral, y fueron sacrificados 24 h 

después de la lesión. 

Deter111i11ació11 de la actividad de la si11tasa del óxido 11ítrico co11stit11tiva e b1d11éible e11 

tejido 111ed11lar lesio11ado de ratas tratadas co11 cíclospori11a-A. 

Se utilizaron 40 ratas las cuales fueron tratadas o no con CsA de acuerdo al siguiente 

diseño experimental: 

GRUPO 1 Animales sometidos únicamente a laminectomía 

GRUPO 2 Animales lesionados no tratados 

GRUPOS 3, 4 y 5 Animales. lesionados y tratados con ciclosporina-A administrada 

a 2, 6 y 12 h después de la lesión respectivamente. 

Deter111i11ació11 de la expresió11 de las si11tasas del óxido 11ítrico 11e11ro11al, e11dotelial e 

í11ducible e11 tejido 111ed11lar lesio11ado de rata tratado co11 ciclosporbia-A. 

Se utilizaron 40 ratas las cuales fueron tratadas o no con CsA de acuerdo al siguiente 

diseño experimental: 

GRUPO 1 Animales sometidos únicamente a laminectomía 

GRUPO 2 Animales lesionados no tratados 

GRUPOS 3, 4 y 5 Animales lesionados y tratados con Ciclosporina-A administrada 

a 2, 6 y 12 h después de la lesión respectivamente. 
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DESCRIPCIÓN DE TÉCNICAS 

Descripción detécuicas 

Esquema de administración dé dclosporina-A 

Los tiempos de inicio der tratamiento _con CsA fueron a las 2, 6 y 12 horas poslesión. Se 

administraron 2.5 mg/kg/ i 2h vía Lp. dura.rifo las primeras 72 h de acuerdo. con lo reportado 

por !barra y cols., (1996) paraobte~e;nÍvel~s en .la circülaciónsanguínea que se encuentren 

dentro de la ventana terapéutica. La ·csÁ utilizada en/esté estudio fue de solución 

intravenosa en presentación de 50mg/~l (Sandi~~uneMR Sandez), diluida en una 

solución de cloruro de sodio al 0.9%, previo a su administración, el fármaco fue mezclado 

mediante agitación a 2000 r.p.m. durante 2 min. De la suspención se tomó la cantidad 

necesaria para inyectar la dosis correspondiente con una jeringa de insulina estéril. 

Modelo de lesió11. 

Antes de realizar la cirugía las ratas fueron anestesiadas intraperitonealmente con 

pentobarbital sódico a una dosis de 2.1 mg/l OOg de peso, posteriorrnente, en condiciones 

de asepsia y antisepsia, se realizó la laminectomía a nivel de T9 ··exponiendo la médula 

espinal con la dura madre íntegra. Los animales fueron ·colocados en un equipo 

estercotáxico, donde se dejó caer un cilindro metálico de 15 g de peso de un diámetro de 2 

mm, de una altura de 1 O en~ a través de un tubo· guía · p~á- ocasionar una lesión tipo 

contusión severa, dicho método fue desarrollado·:por"";\llen en 1911 y posteriormente 

modificado para ratas (Diaz-Ruiz y col s., 1999). Finalmente se. corroboró la presencia del 

hematoma en el área de impacto, los animales fueron suturados (fig. 5). 
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CUIDADOS POSOPERA TORIOS 

Cuidatlos postoperatorios. _ 

Después de la cirugía, los animales füerC>n colocados en una cámara 'de_c;uidados intensivos 

para pequeñas especies (Schoer · Manufacturing Co., Kansas {:lty~ JO) ~ar~' que se 
- - . - - -· ~. 

recuperaran de la• anestesia y· del procedimiento ~~iriirgicC>, :¡:>o¡t~rib'rii'i~rit~ ~~ trasladaron 

de manera individual a cajas de acrílico con aserrín estéril ; recÍbiemrl coin:Ída (purina, 

México) y agua ad libitwn. Su intestino y vejiga fueron vaciadas por compresión· manual 

dos veces al día hasta el sacrificio. 

~~,::;,;¡::c;d 
--~ ~ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura S. A) Fotografia en la que se 111uestra el equipo estereotáxico, en el cual se reali=ó la lesión 

traumática de la médula espinal por comusión severa en ratas. B) Médula espinal de rata donde se 

ob.,·erva el lte111ato111a a nivel de T-9. 
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FROTIS VAGINAL 

Frotis vagi11al. 

Antes de la cirugía se les practicó a 24 ratas un frotis vaginal para determinar cada una de 

las etapas del cié!() estráL · 

Los ani~alestJ~i()~~nri,~~ilizados. se le introdujo en el orificio vaginal ~na pi~eta Pasteur 

con 0.5 ml~~~i:~lu:diÓ~·s¡~Hna fisiológica, la cual fuevaciaday absorbida• dos o tres veces. 

Posteriorn'ie~te ~¡;-~~Üso una gota del lavado en. un ':portao6jetó~ y cubierta cori un 

cubreobj~to~. L~~ riiuestras se analizaron al micro~é,~pl~:. i. 
Proestro:. En l~~atá la. duración de esta etaP.~ deÍ ~iéi~\~st~ál tarda aproxima~amente 12 h. 

Durante esta etap~se .secretan cantidades ·c~e~i~;'.;:t~s d~ '<::strogeno~,prlncipa!friente el·· Ó~(3-

estradio !, los '.ni veles··· de pro gesteron. · sori . hiij'o~. En. ~r ~~~i~ ,v~~i~~ai • s~ ¿~;~~~n células 
;,'-- -<.-:· _·,. - . ·"· /'- ·, .. ' '- .>« 1 '·;_---.. ',. 

epiteliales éon forma y núcleos bien définidós::. ·. 

Estro: :bídilración de esta etapa es deli;h~ en.'esta etapa~é sintetii~altas.di.intid~desde 
estrógeno, En el frotis vaginal se obsenr~ células epitéliales de desc~ación comificadas, 

escamosas de forma irregular. 

kfetaestro: La duración de esta etapa es de 21 h. Durante este periodo-los niveles de 

estrógenos son bajos. En el frotis vaginal encontramos leucocitos y pocas células de 

descamación cornificadas. 

Diestro: Tiene una duración .de 57 h. Durante esta etapa los niveles elevados de 

progesterona. El frotis. vaginal se observan predominantemente leucocitos y pocas células 

epiteliales (Sorensen, 1982). 
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CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA SINTASA DEL ÓXIDO NÍTRICO 

C11a11tificació11 de la actividad de la si11tasa del ó . .:ido 11ítricoc. 

La actividad de la sintasa del óxido nítrico fue detem1inada:mediante la técnica descrita 

por Bredt y Snayder (1990). 

Para dicho ensayo se utilizaron los siguientes reactivos: HCI (J.T .. Baker S.A. de. C.V. 

México) pureza 99.5%, Tris (MERCK-México S.A.) pureza 99.5%, EDTA (J.T. Baker S.A. 

de C.V. México) pureza 100%, EGTA (SIGMA Chemieal CO) pureza 98%, 

Mercaptoetanol (SIGMA Chemical CO) pureza 99%, Aprotinin (SIGMA Chemical CO), 

Leupeptin (SIGMA Chcmical CO) pureza 96%, Fenilmetil sulfonilfloride (SIGMA 

Chemical CO) pureza 98%, Inhibido de tripsina (SIGMA Chemieal CO) purezsa 99%, L-

arginina (SIGMA Chemical CO) pureza 98%, Calmodulin (SIGMA Chemieal CO) pureza 

95%, Tetrahidrobipeptin (SIGMA Chemieal CO) pureza 99%, NADPH (SIGMA Chemical 

CO) pureza 97%, HEPES (SIGMA Chemical CO) pureza 99.5%, DOWEX-50W-X8 

(Supelco), Naftaleno (J.T. Baker S.A. de C.V. México) pureza 99%, Dioxano (J.T. Baker 

S.A. de C.V. México) pureza 99%, PPO (MERCK-México S.A.) pureza 99%, POPOP 

(MERCK-México S.A.) pureza 99%, Metano! (J.T. Baker S.A. de C.V. México) pureza 

99o/o, propilenglycol (J.T. Baker S.A. de C.V. México) pureza 99.9%. 

Todas las ratas fueron sacrificadas por decapitación a diferentes tiempos (de acuerdo a lo 

descrito previamente en el diseño experimental) después de la LTME .Y se obtuvo una 

muestra de tejido de aproximadamente 1 cm del sitio de lesión, ,se homogeneizó en una 

solución buffer (50mM Tris-HCL, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM FGTA.<Y· 0.1% 2 de 

mercaptoetanol; pH 7.5), conteniendo un inhibidor d.e proteasás (1:J/~I de aprotinin, 

1 OOµM de leupeptin, 1 mM de fenilmetilsulfonil fluoride, 1 O ~tg/ml de inhibidor de 
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CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA SINTASA DEL ÓXIDO NÍTRICO 

tripsina) y 0.1% _NP-40,_las_n1uestras fueron_congeladas en __ nitrógeno __ líquido hasta ser 

utilizadas. 

Para llevar a cabo la dct~m1il1aciÓn de la actividad de la sirítasa del óxido nítrico füe 

necesario -realizar ~ri c~say~ prbvio_ ~~-~i~ti firiaciÓ~ : ~rof~i,ca '-po; tn~diode la técnica de 

Bradford (1976); para ~¡t~~lic~r\:.c:~~c~ni~1\~ió; ~~5~0•-·iig d~--~r6t~ín_areq~erida para 

este estudio. _Las rnue~t;~s.r~~pº;~ ~e~C:~~id~dás y i=c1~6'.m8ieri~i~'aá~~. ;6 t~InÓ u~ª alícuota 
_, .;-" .. -- :'~ 

de 500 µg. y_ se adicio~ó,:ti.n.~~~ezcl~'-cC>n JoEi . .ll'vf: ~i~~gi.rina~ 2.s;;~~ ~C~Cl2.' ¡O µM 

calmodulin. 30 µM de tet~~hldrbbi6~¡:ptl~'.Í ~M.•Nj\_o!>'I-f.::o:zcµc/'(3HJ;ar~inina, el 
) ·, .. ·-" ·.:·>:<·/-

volumen fue ajustado a 200 µ1 .;ori so1úC:iól111c:>~ºg~nc:'iizi:ldó~a. se_ inciibi:l~on a 3 7~C:::. por 30 

min para activar. la reacción Finalmente' las mÜcstras' fueron;tra:risferldáS: a hiclÓ y se les 

adicionó una solución fría de (20 m~ l-I'E?É:sf~?~M:>~i,~..{; 2ciM- :lú::i;A; a pH 5.5) 
-.: __ 

solución de terminación de la reacción; (s'61ÜC:ión-sto;). L~s volúmenes toti:llcs de las 

muestras fueron pasados por colum'.nas 60~: 1·,~~i .:~e- resina de intercarribfo catiónico 

(Dowes-50W-X8 ), equilibrada~ co~: sol~~lón;~i6¡:i.''i:os tubos prueba fueron lavados con 1 

mi de agua destilada y la solución· fue.· colectada_ dentro de viales con 5 mi de liquido de 

centelleo. La citrulina marcada con'''iritio· fue evaluada en un contador de centelleo 

Beckman LS6500. 

[3H] L-Citrulina. que es el producto final 
' .' ' .' \ ·::<' .. ·~... .·.:- ~·- : 

metabólico de la SONl ¿;;l11a' L~Afginina. 
·: .. - ' .. 

Para poder diferenciár entre.la actividad de la SONc y la SONi el medio fue incubado o no 

con calcio. pues se sabe que la SONc es dependiente de Calcio y la SONi no lo cs .. 
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CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS POR EL MÉTODO DE BRADFORD 

Cua11tificació11 de proteínas por el 111étodo de Bradford 

Reactivos utilizados: Albúmina (SIGMA Chcmical CO) pureza 98%. Ácido fosfórico 

(SIGIVIA Chcmical CO) pureza 85%. Alcohol etílico (J.T. Baker S;A::de C:V. México) 
" .. ~. ·- ' . ---, . ' 

purczu 99.5%. Azul de coomasie (SIGMA Chcmical CO) pureza 92~.-.:'. 

Se eluboró una curva con diferentes concentraciones de proteína:'~-~~l"t-i'r dé un· estándar de 

albúmina sérica bovina a una concentración de lmiitml. Pé:istericii:iTiente se, tomó una 

alícu<~tu de 10 µL del tejido homogeneizado, y se. le ~'¡i~(igii"r()~'·30 1 ~L de soluciÓn 
<::.:,··~-:' 

homogenizadora. de ésta solución se tomó una alícuota de 10 ,'.tLr11isma qi:ié rue;verticta en 
,-_ . .,. 

un tubo con 90 µL de solución homogeneizadora más 9CÍO ~i;/~e-~eac~i~c:>:de 'sradford, 

finalmente se dejó que· la reacción se llevara a cab.; dul'"a.11.ie~15;niiri. La lecitura.' ~e realizó 

en un cspectrofotometro de luz UV (Perkin Elme~. i.~1111:>".:i~·io) i'~na'longitud de onda de 

540 nm. (Bradford. 1976); La concentración de :p-~ot~ín~s ·contenida:· en: cada muestra se 

detenn inó por extrapolación 'con tina curv<i de afüu~in~;-· ' 

Deter111i11ació11 .de Itl ex:presió11 d~ /~·5¡;,/'(;5'fi·¡j"j;¡:d.>::fd;c,'ltítric~·(SON) por Wéster11 B/ot 
' - -- . -- -· . -- _,. -·- . - --~-'-- ., - ' - -- ' - . ,.:_,., 

Obtc·11c·ió11 del tejido.Ll:>s 'a~irm1Je~_lesit:l·l1.~d(ls y.la~i~~(;{<:);;izridc:>s.f ~erori ·sacrificados por 

decapitación, 'en lostiempos;previamenl.e establ~ddos; -posteriormente se obtuvieron las . .,..· ___ , __ , .. '-·. 

- ·. ':>·--· -:,;'_, ,-; ;·\_-:~/(_,.; -

Extrc1t·ció11 de'/ap'roteina,toÚ:il.:P'ii~ala ext~acció;-) de las,proteíriasºtot;_les de c:°ada muestra 
' • - .. - ';,e,--. - . - .. - ''· _;-; •. c ... ,- -· - ,_... ,· - •. . •. ,_. ~~ . - . -. '· ··-.,--,. •. ; - ·-. -- •• "· _._ .. ,. - ·-·-- - • -- - -

Gcnnany). que es una solución monofásica de fenol y tiocianato de guanidina para aislar 

RN.·\. DNA y proteínas de la misma muestra (tejido o células en cultivo). La cuantificación 
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de las proteínas se.hizo con el método del ácid~ bicinconínico (Pie_rce.)_cn placas de.ELISA, 

las muestras fueron analizadas' en un °espéé:::t;ofotó.rnefro·<lc luz visible. a una• longitud de 

onda de 540 nm de : .. ,: ; ·~ -, 

··:-·· 

Absorción. Electroforesis dé gcleséie poliiicri1i'i~11id~(sosLrAGE)' 
-~ '. ,"~ ·.i .-,-' - ·e•" _.· --- ~ -·.--" 

En un gel de poliacrilamida desnaturaliza~te, cC>n 'dutid(;ci J st'.ilfato de sodio (SDS; Sigma, 
:. ,.-',~'';:- ::.: ,·' . .: -~. ;:"i. . 

Co) al 8%, se depositó en cada pozo un volü';ner; qtú:i'co.ntcnía 50 µg de proteína total de 

cada muestra .. La electroforesis ~e ~orriÓ ~ Ís~-~~·~~:~o~¡~ricnmentc se 11izo la.t~a11sf"erencia 
(11 O mA) en papel de nitrocelulosa con un si~te~~ deeÍ~ctrotransferer;ci~ ~é~i~e~o (CBS­

Scicntific CO. Mod. # EB U-4000). durante 45 ·• rriiri. Después; el papel ~e-~itrocelulosa. se 

tiñó con el colorante rojo de Pondeau (0.5%'cn á~i~() a2éticC> ;l~~i.aJ,~l icX,)j .p1-a verificar 
' --: . ·:_· "·"_:·"· ~· :-:, ·: -. "" . 

que la transferencia de las proteínas. El papel de nitro~eh1Josa fue.lavado con agua y. tres 

veces más con un buffer de fosfatos (PBS 1 X)éstabHizádo a U'n pH-7.4~Tween. O.C:J5cYa, para 

eliminar al colorante. 

Bloqueo de la unión inespecífica Para bloquear Ja unión incspccífica de los anticuerpos fue 
- . . 

necesario embeber a las membranas de transferencia en una mezcla de leche descremada al 

5% disuelta en PBS lX,a pH 7.4-Tween 0.05%~1a incubación se realizó.durante 1 hora a 

temperatura ambiente. 

lnmwzodetección. El papel de nitrocelulosa se dncÚbó- con -los· anticuerpos primarios_ para 
.. ·.-_:'. ·. <<:·_--~~~ i :-> ·>··.-.. ; ~--> ' ·.; .. ' .· ~-·->:·;,·;_. - .-;.·::::;·~~:;_·-_>.:.::~.- :>. .. '. 

nNOS. cNOS e iNOS en una proporciÓn;de ¡ :2500;1:1200 y.él :10()0 respe".tiva111erítc, lo.s 

aniticuerpos utilizados fueron m~no~}~~~I~~<~e}i:·o~ip?,.lgCi·· anti;'.r~i~6'.{~eC:1:m?cen los 

isotipos de rata). distribuido~por f~~~1~~6il~n ¿~o.:Ut~í-i~~; 1i iri.;~1:>a.ción ;i::.11t;Ov() a cabo 

durante toda la noche a 4"C en agitación constante. Posteriormente se hicieron varios 

lavados con PBS-T,vccn y las mcn1branas se incubaron con el anticuerpo secundario 

72 
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monoclonal-cabra anti-ratón IgG acoplado_a peroxidasa. en unarelación_dc_I :60QO (Zyrned 

laboratorics Inc. San Francisco California USA~) durante 1 hora a temperatura ambiente en 

agitación constante. Finalmente se real;z~i;n varios lavad~s con f'~s- Tweeri. a una 
'.' _,<.-·_- ..• 

concentración del 0.05 %. Las merribr~~as fueron sometidas a- Ún pr~ces~ 'C!C:: ·l~~ado p=a 

posteriormente incubarlas con anticuerpo monoclonal para 13·-'-~c_t'ina -_- (~i~frol). a· una 

concentración de 1: 100 y determinar los niveles de esta proteína. en' ·C::ada una de las 

n1uestras. 
_. - - ~ ... --,'. -

'· - .... 
Revelado y análisis. La detección de las proteínas se hizo con un· kit _Chemiluminescence 

(NEN™ Liíe Scicnce Products) y película Kodak (X~OMA T);: Lll~ imágene;;- fueron 
. .·,,·-, · .. ·. , ... -. 

capturadas en un equipo de cómputo con Un.software Biopoc~It.S)rstein (UVP). El análisis 

dcnsitométrico se realizó por medio del programa Lab Works™. 4.0 Image Acquisition 

and Analysis Software (UVP). 

Consideraciones éticas para el 11so de a11b11ales é11 la e..::péri111e11tació11 

Para la realización del presente proyecto. se tomaron - en. cuenta los lineamientos 

establecidos por el reglamento d.e la ley general de salud enmateria de investigación p=a la 

salud {Título séptimo: De la investigación que incluya la utilización de animales de 

experimentación) (ley general de salud 1990). 

Estadística 

Los resultados. fueron analizados a través de la prueba estadística paramétrica ANOV A de 

una vía seguida de la prueba de T de Studcnt. cuando únicamente se compararon dos 

grupos experimentales y la prueba estadística ANOVA de una vía seguida de la prueba de 
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Dunnctt. cuando los grupos a con1parar fueron nlás de~ dos. Los Datos fueron analizados 

con el paquete estadístico SPSS (Statistical Package for thc Social Sciences). 
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RESULTADOS 

A ctfrülad de Ja SON e y SO Ni 

En la figura 6 y 7 se muestran los resultados obtenidos de la actividad n1áxima de cada una 

de las isofom1as de la enzima de la sintasa del óxido nítrico constitutiva e inducible (SONc 

y SONi) después de la lesión. En el grupo control (laminectomía) se observa una actividad 

basal de la SONc y SONi de 24.56 ± 2.9 y 23.34 ± 2.7 respectivamente, valores que están . . . 

expresados en ng de L-.:::iiruúna.lri'i~ de '¡;~c;~fÍnri/30 mirnÚos;' Én. esta flg~~~ s~ muestra que 
~. ~~) .:_~~ ,·: •>" '.",":: ; ; 

la actividad de las dos,isofo~~·de;·la.enzin1a tiende;'acine~ementars'e;i:ior .• ef"ecto de la 
"·,>':\__ .:;;,:.·.:,_-/:) ,- •.• , , '~;;-:::,:·.~.¡ -"'",\.~'_:·.: .. ,,·_;.· ·.' 

lesión, sin embárgose:óbsciYa é¡i.ie 1a:·:a.búvi~aci• mfücii-rla'cie~·1a(;•s()Nc~s'é prescrita .. · 4··h 

después deÍ ··daño (13*~·~~;~~~fi?1}·4¡ ~~~~~~ii.l:i~'~ ~~ 1;º~~~'.~L'in~~ci~~;~c,··~~···ii~~Ü~idad 
fue del.· 96% .Cconres~~61ci?~{d~iit~6í)°;.r.:a:·~eúyi~i~~~j;i.~·6~~~~áa~·.~~;i·1~<s0Ni · fue 

<~ .- ,' ~--'-: , -, ~ --:, ;-:· ... r -:)":::, ··. 

103% mayor qÚe~Iá del.· grupo control en"el in:Jp·a"evaluado'a las72 i~'cíes¡:>ti.és del dañó. 

Par otra. parte··to~· ~.,;sul~:,~¿;~b~eriid6s deJ·~~sáyo.~ohde ~v~1;Jacic>s.• la'.~~Úyl~~d de)a SON 

constitutiva e 'ind~¿ib1ci2'i'.1~s''24' ~·~~,l~~'.dir~:cn~~~~~s~~di()~·del•·¿.;lg'~stia1 ~6··· la. rata 

podemos observar no s'e pre~'entó hingún ef"ecto de las i{6rn:;cm~s ester'=>ide~ en las 4 etapas 

En el ensayo de la e~alua§ión del efectci de laC:sAad~in'iitradá adiferentes tie111pos (2, 6 y 

12 h) después de una lesión s61:>r~ l~ ac~ivid¡d •de la:>sirÍtasa del óxido nítrico constitutiva e 

inducible evaluada a diferente~ tiémpcili'c41~~·y;~2·h; después de la lesión~ se muestran en 
-. . '. - .·. '.: .. - .... ":.'~~--;::: .. ::, ·:; .. ~- ·.- . - , . - '' 

las figuras de la 1 O a la 15. C.;n respecto a.la·~~tividad de la SON constitutiva en animales 

lesionados y tratados con CsA sacrificados 4 h después de la lesión. podcínosobseNar que 

se presenta una disminución de la actividad del 27 % en el grupo tratado con CsA con 
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respecto al grupo laminectomizado y del 67_% con respecto al grupo lesionado no tratado 

(figura 1 O). por otra parte. en la actividad de la SONi no se observan cambios a este tiempo 

(figura 1 1 ). 

Los resultados de la-~ctivid~d de Ú1 SONc, evaluada 24 h después de la lesión demuestran 

que el tratamiento ;;on·.-C-~A'.adminis~rado a diferentes tiempos incrementa.la actividad .de 

dicha enzima, e~\c)d~~.lis" 2 ~rJ~os tratados con CsA a 2, 6 y 12 ~ después de q~e .la lesión, 

los incrementos: fueron' clel 57,· 50 y 33% respectivamente cuando se .comparan co~ ·el grupo 

lesionado no tratado (figura 12). La actividad de la SON inducible se mantu~o sin crunbios 
,-_ -\ • - ' • •••• • > •• -.:.·,.,. ,· • \_ ." 

en todos los grupos estudiados cuando se comparan con el :grupo lesionado no tratado y el 

grupo de laminectomía (figura 13), evaluada- a las 24 h de~p-ués· del· p~ocedimi~nto 
quirúrgico. Finalmente, en el grupo de ratas sacriÍÍcadas~2h de~puésdel~;esi~~Y tratadas 

" .;:~ ·'.< . . ' -- •. :~, . . •. ·.• , ----.\. ···::_. '_: •• 

con CsA no se observan can1bios en la actividad de_ la SONc _en ninguno'_-de'l()sgrupos 

tratados con CsA cuando son comparados con elg~polesiol1aclo no traiad~{fi~uja-14), sin 

embargo la actividad de la SONi disminuye signific~tiva~ente (37%) solamente en el 

grupo de ratas tratadas con CsA 12 h después de la lesión cuando se comparan con el grupo 

control (lesionado no tratado) (figura 15). 
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80 

60 

Figura 6. Actividad de la sintasa del óxido nítrico constitutiva (SONc) medida a diferentes tiempos 

después de una lesión traumática de la médula espinal (2. 4, 8, 12, 24 y 72 lz). El grupo control fue 

so111etido rínica111ente a una la111i11ecto111ía y fue sacrificado 2/z después del procetli111ie11to 

quirlÍrgico. A los grupos lesionados se les practicó una lesión por contusión severa. Los resultados 

son expresados co1110 111e<lias ± EE de 6-8 a11i111a/es por grupo. * Diferentes del gn1po control 

(lami11ecto111ia) (p<O.U5), ANO VA de una vía. seguida de la prueba de Dw111eu. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Figura 7. Actividad de la sintasa del óxido nítrico índucible (SONi) medida a diferentes tiempos 

después de una lesión traumática de la médula espinal (2. 4. 8. 12. 24 y 72 lz). El grupo control fi1e 

so111etido 1ínica111e11te a una /a111i11ecto111ía y fi1e sacrificado 2/z después del procedi111ie11to 

quirúrgico. A los gn1pos lesionados se les practicó una lesión por contusión severa. Los resultados 

son expre.\·ados c:o1110 111edia.\· ± EE de 6-8 a11i111ale: .. · por grupo. • Diferente del grupo control 

(laminectomía) (p<0.05). ANO VA de una vía. seguida de la prueba de Dunnetl. 
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so " 

Figura 8. Actividad de la sintasa de óxido nítrico constitutiva evaluada en los diferentes estadios 

del ciclo estral (proestro, estro, metaestro y diestro) de ratas lesionadas y sacrificadas 24 h 

después de la lesión. Los resultados son expresados como medias ± EE de 6 animales por grupo. 

ANO VA de una vía seguida de la pnteba de Tukey. 

l·-igura 9 Actividad de la sintasa de áxido nítrico induc:ib/e evaluada en los diferentes estadios del 

ciclo estra/ (proestro. estro. 111e1ae .... ·tro y diestro) de ratas lesionadas y .\·ac:riflcadas 24 h después de 

la lesitin. Los resultados son expre.\·ado.\· conzo 111etlias ± EE de 6 a11i111ales por grupo. A NOVA de 

1111a \'Ía seguida de la prueba de Tukey. 

; .SIS NO SAL!: 
·~·1-~'- ~(YJ" 1 :C ', 
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Figura IO. Actividad de la sintasa de óxido nítrico co11sti1111iva (SONc) de ratas lesionadas y 

tratadas con ciclospori11a-A (CsA) 2 h después de la lesió11, sacrificadas 4h después del daiio. Los 

resultados so11 expresados como medias ± EE de 6 a11imales por grupo. *diferente del gn1po con 

laminectomía. **diferente del grupo co11 laminectomía y del grupo lesio11ado (p<0.05). ANO VA de 

una vía seguida de la pn1eba de Tukey. 
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Figura J J. Actividad de la sintasa de óxido nítrico inducible (SONi) de ratas lesionadas y tratadas 

con ciclosporina-A (CsA) 2 Ji después de la lesión, sacrificadas 4/z después del daiio. Los resultados 

son expresados como medias± EE de 6 animales por gn1po. ANO VA de una vía seguida de la 

prueba de Tukey. 
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Figura 12. Actividad de la sintasa de óxido nítrico constitutiva (SONc) de ratas lesionadas y 

tratadas con cic/o.\porina-A (CsA) a diferentes tie111po.\· (2. 6 y 12 h ) de ..... ·pué .... · de la lesión, 

sacrificadas 24'1 después del procedi111ie11to quirúrgico. Los re.•,;u/tados .\·011 expresados co1no 

111etlias ± EE de 6 a11il11a/es por grupo. *diferentes del grupo co11trol con lesionado sin trata111ie11to 

(p<0.05). A NOVA de una vía seguida de la prueba d1.1 Tukey. 
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Figura 13. Actividad de la sintasa de óxido nítrico inducible (SONi) de ratas lesionadas y tratadas 

con ciclospori11a-A (CsA) a diferentes tiempos (2, 6 y 12 lt) después de la lesión, sacrificadas 24'1 

después del procedimielllo quinírgico. Los resultados son expresados como medias ± EE de 6 

animales por grupo. Los datos fiwron analizados por ANO VA de una vía seguida de la prueba de 

Tukey. 

KO 

J;'jguru 14. Ac:tividad de la sintasa de óxido nítrico constitutiva (SONc) de ratas lesionadas y 

tratadas con ciclo: .. porina-A (CsA) a diferente.•.; tie111pos (2. 6 J' 12 h ) de.spués de la /e.\·ión, 

.··•acrificadas 72 h después del proc:ecli111ie1110 quirzírgico. Los resultados son expresados co1110 

111edias ± EE de 6 a11i111ales por grupo. Lo .... · da10 ... ;fi1ero11 analizados por A NOVA de una vía seguida 

ele la prueba de Tuke_v. 

82 

TE.SIS CON 
FALLA DE 01~J~-=NJ 



RESULTADOS 

80 

·§ 
= '?: 60 

z -~ 
o e V) Q. 

~ ~ :g eo 40 

:~ ~ 

LI < i 
·¡:¡ 20 
_;, 
~ 
eo e 

o 

~<-:,. 

~~'º 
~~ 

V' 

Figura 15. Actividad de la sintasa de óxido nitrico inducible (SONi) efe ratas lesionadas y tratadas 

con cic/osporina-A (CsA) a diferentes tiempos (2, 6 y 12 /¡) después de la lesión, sacrificadas 72 /¡ 

de,spué.\· del procedi111ie11to quirtírgico. Los resultados .... ·011 expresado.•,; con10 111edias ± EE de 6 

animales por grupo. '*diferente del grupo control lesionado sin tratamiento (p<0.05). ANOVA de 

una vía seg11ida de la prueba tle Tukey. 
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EXPRESIÓN DE LAS ISOFOR."1AS DE LA SON POR WESTERN DLOT 

Expresión de las isofomtas de la SON por _'\Vestem Blot. 

En la figura 16 se muestra-· u-na_ imagen representativa del ensayo de Western blot para 

evaluar la expresión de las isofo;'.rnas de la sintasa del óxido nítrico (SONn, SONe, y 

SONi) así como de lal3-ac:tina.(i:isada corno estandar) observadas en los diferentes grupos 

experimentales. En este ensayo también se incluyó un grupo con lipopolisacarido con10 

control positivo de la inducción de la SON. 

Los resultados del ensayo de Western blot que muestran el efecto de la ciclosporina-A 

administrada a diferent~s tiempos después del daño (2, 6)r 12•,h):sobre la expresión de las 

diferentes isoforrnas de ia'sON y evaluada a diferentes t~<::rn;os'des~~és -~ehdesión (4, 24 

y72h)sernuestranenlasfiguras _17,18, 19,20;2/··--·· 

En la figura 17 se muestran los resultados densÍto~étricbs ex;resli.~os;corno por~cntajes de 
'•· ~-; 

densidad óptica con respecto. al grupo: control; (larnillecton1ía)': Corno podemos observar, 

existe un incremento _enla_ expresión de;·laO'SONn por:erééto'del-'trauma del 16% y un 
.-. _-, 

decremento del 66% por _eréC:to :i:lél~fárn-¡acc> 'C:uando'se coriip::i'rri.;;~con el_ grupo control 

solamente con larninectornía 'e;; '.16~ ~ni~ri.le~ - -s~~rificri.~~~ 4 h después del trauma. 
I''' 

También pudimos obscl"Var un: illcr~;d~~¡~·del s7%-de la expresión de la SON e evaluada 4 

h después del trauma ·6n :1 ~~i:,.;6~i~n~~o;~<:) trat::ict6 y un decremento en la expresión del 
--;~-

20% por efecto del fü~acci; curin-do fue comparado con el grupo lesionado no tratado 
: ··:,:~ ·. ,. -_ ~ '. '. ':;; 

(figura 18). Porot~a pÜrte,~e'6b~6~é>:un incremento de la expresión de la SONn evaluada.a 
. .. ' . - - . . ; ,_. -~ . . ,. . - . 

las 24 h despllés clel t~aúr;_ª-~-~f ~fecto del daño (41 %) así como en todos 1;:,s grupos 

tratados con CsA a 2; 6 '.y'J'::2.-~-despu~s-dc la lesión (86, 71 y 84 % respectivamente) cuando 

se compararon con el grupo control (larninectomizado) (figura 19). Los resultados de la 

expresión de la SONc evaluada a las 24 h después del daño se n1uestran en la figura 20, 
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como podemos observar no se prese11ta_i_nc;remento algu110:de Jae;x:presió"'_,de Ja_SONe por 

efecto del trauma. pero si se observó .un•incremenio(de la.·expres_ión'.erí•todoslos·grupos 

tratados con CsA cuando se comp,ár~'n con ~1.~pc:> C:6n·:i"aciiri6~torníi\(62; 82 f 82% 
.~·;:,·:·-- ·-·= -3_--'-·· ~,, ·-··':''.'·,'o;-_'.'.-"' .· .. _, 

respectivamente). Finalmente _·Jos'resuJtados;de ~Já evaltÍación'Cle Ja expi~siónde.JaSONi a 
'·~:=;7¡\':.--·-~.:'-'<:; "~«º,--:;";. <:.::-··-~ ~-:.,_:..,.-~:.!.. ::',:- :' , .. -T·':;;.:~~:í . .e-·~ ~, -:-.~~-.,-··:~:'·" -· --,. -·-· ·--- ··- -

las 72 h (figura 21). muestran' que diste uri; incremento de 'dicha•'exp~esión del _272% por 
~-. •' ·-~:, .-,..:·· . ':.' ;.'.: "•;,;: ·:·~ •' <;i··' ,·. '. ,<, i ~ \(''· ·.,-·;·, _ .• ·.(:' ·<.-~: / '> ~<· é.''."".: ._: ~ ,: _: ·_ "·, " ·,,,. '_: . ,_-_Y•y. ' ·, '" 

efecto del trauma y 

"_-.:.·_·::·_·-:_-~--:~-~:-::<: .. _··:·~':·:·-:, -, __ ,, .-· :-.::: -_-_,::·_-~\:·_-_::·-·-"-·:_-_-> ,.;_., -:.·:·.· __ .·_- .- . : 
también existe incremento er1'1a e'Xpre;;iÓÍi" def,123.'.125; 126 % respe~tivamente cuando se 

comparan con el grupo ~ontroliúnic~tnerite con l~rrtin~ct~mí~. 
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Figurll I6. Ensayo repre .... ·entativo de 1'Vester11 Blot, donde se observa el corri111iento de las 111uestras 

para determinar la presencia de la simasa del óxido nítrico neuronal (SONn) evaluada a las 24 

horas después del procedimiento quirúrgico, en los diferentes grupos experimentales. CsA; 

ciclosporina-A. 
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Figura 17. Expresión de la sintasa de óxido nítrico neuronal (SONn) de ratas lesionadas y tratadas 

con ciclosporina-A (CsA) 2h después de la lesión y sacrificadas 4 h después del procedimiento 

quirúrgico. DO; densidad óptica. LPS; lipopolisacarido (2.5 mg/kg) (Harada y cols. 1999). Los 

resultados son e....:presac/os c:o1110 inedias ± EE ele 3 a11il11ales por grupo. El control positivo con LPS 

(n = 1 ). *diferente del grupo con lesión y sin tratamiento (p<0.05), prueba de t de Stude11t. 
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Figura 18. Expresión de la sintasa de óxido nítrico endotelial (SONe) de ratas lesionadas y 

tratadas con ciclospori11a-A (CsA) 2 h después de la lesión y sacrificadCIS 4 ·¡, 
0

de;púés dei 

procedimiento quinírgíco. DO; densidad óptica, LPS; lipopolisacarído (2.5 mg/kg). (/-larada y cols. 

1999). Los resultados son expresados como medías ± EE de 3 anímales p~·r gn1p~.:-:EI control 

positivo con LPS (11=1). *diferente del grupo con lesión y sin tratamiento (p<0.05); .p'rueha de t de 
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Figura 19. Expresión de la si11tasa de óxido 11ítrico 11euro11al (SON11) de ratas lesio11adas y tratadas 

co11 cic/ospori11a-A (CsA) a difere11tes tiempos (2, 6 y J 2 h) después de la lesión, sacrificadas 24 h 

después del procedimie/l/o quirúrgico. DO; densidad óptica, LPS; lipopo/isacarido (2.5 mg/kg) 

(llarada y cols. 1999). Los resultados so11 expresados como medias± EE de 3 animales por gn1po. 

El control positivo co11 LPS {11=1). '*diferellle del grupo co11 lesió11 y sin tratamie11to (p<0.05), 

A NOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. 
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Figura 20. Expresión de la sintasa de óxido nítrico endotelial (SONe) de ratas lesionadas y 

tratadas con cic/osporina-A (CsA) a diferentes tiempos (2. 6 y J 2 lz) después de la lesiói1, 

sacrificadas 24 h después del procedimiento quirúrgico. DO; densidad óptica, LPS; 

lipopo/isacarido (2.5 mg/kg) (/-/arada y cols. 1999). Los resultados son expresados como medias± 

EE de 3 animales por grupo. El coll/rol positivo con LPS (n=J). *diferente del grupo con lesión y 

sin tratamiento (p<0.05). ANO VA de una via seguida de la pnteba de Tukey. 

90 

TESIS_, CO~T·-. J 
FALLA DE OE1uEN 



RESULTADOS 

500 

400 

~~ 
g ~ 
:z: > 

300 

~~ 200 
q~ 
o 

100 

I~ o 

Figura 21. Expresión de la sintasa de óxido nítrico inducible (SONi) de ratas lesionadas y tratadas 

con ciclosporina-A (CsA) a diferentes tiempos (2, 6 y 12 h) después de la lesión, sacrificadas 72 h 

después del procedimiento quirúrgico. DO; densidad óptica, LPS; lipopo/isacarido (2.5 mg/kg) 

(Ha rada y cols. 1999). Los resultados son expresados como medias ±DE de 3 animales por grupo. 

El control positivo con LPS (11=1). •diferente del grupo con lesión y sin tratamiento (p<0.05). 

ANO V A de una via seguida de la prueba de Tukey 

TESIS CON 
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En este trabajo, se detem1inaron los tiempos de actividad máxima de la SONc y de la SONi, 

después de una lesión traumática de la médula espinal. Los resultados indican que el 

incremento de la actividad de ambas isoformas es dependiente del tiempo, observándose 

tiempos mas cortos de la actividad máxima para las isoformas constitutivas (4 h), que para 

la SONi en la cual observarnos una actividad máxima hasta las 72 h. Estos resultados son 

similares a los obtenidos por Hu y cols., (2000), quienes cncontraro~ ¡in-incremento en la 

expresión de ambas isoformas d~' l,a SON. en un modelo de lesiól1 neprC>~~~'ici de la médula 

espinal en las primeras4s h d~'.l~ evaiuación, Los máximos de acti~idad en el·. tiempo son 

ligeramente distintos a los e~cb~tridos én el presente esti'.idio~ per<:Í~ 16s diferentes modelos 

de lesión podrian ser I<:Ís respÓrisábles de estas diferencias, debidc::l a: qu~ lC>s citados autores 
- -- ·_:-: ~.'. ' ... - ·. ., - . . . '' - -'.: '_,· · .. 

utilizaron un modelo .de d~ño" químico, que puede tener>efécti:> _sobre 'unrnecanismo en 
- . ; .-_·.-·:-:.:: .. ; ,-

particular, asoci~do con l~ substancia química empleada. 'otr<:Í~ ~autc:>res. han reportado un 

incremento en ·la actividad de la SONi a partir de los. 7 días en un modelo de lesión por 

contusión (Xu .y cols., 2001) pero no a tiempos cortosc{72 h), corno fue encontrado en este 

estudio. Estas discrepancias pueden deberse también a la_ cantidad de muestra que se 

analizó en cada uno de los estudios, ya que· este último grupo analizó la actividad·. de la 

SON en muestras de 5 mm rostral y 5mrn _caudal a partir del epicentro de la lesión, 

mientras que nuestras muestras se tornaron a pártir del epicentro de la lesión de 2mrn rostral 

y 2mrn caudal, para enfocar nuestro estudio solamente en el sitio de la lesión. Es importante 

señalar que se necesitan futuras investigaciones para explorar los eventos generaé!Ós en la 

periferia de la lesión. Los picos de actividad máxima de SONc y SONi encontrados .en 

nuestro trabajo no coinciden con los picos de producción de NO medidos por Liu y cols., 

(2000) quienes, usando un electrodo selectivo para NO in1plantado en la médula espinal, 
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encontraron que existe un incremento en Ja producción de.NO.inn1ediatamcntc,después del 

trauma. esta diferencia pudiera deberse a qúc existen otras ·fuentes de' producéión de NO 
,. . 

como es el caso de los vasos sanguíneos (Brávo: y coJs;;':l 999). este NO generado en Ja 

vasculatura extra medular. al viajar ~"t~Zés clé~<:l~':~~sC>ij;~niuíneo~ cl~•Ja médula espinal 

podría favorecer un incrementó ~~u~~ ,c~~b~~~~a.i{.:i~~~ ·~~ NO a tiempos cortos. El 

incremento de Ja actividad de. la;SONb:·a.·:hortó}.~1~() (4~8 h) después de la lesión se 

correlaciona con un increment'o' d~J~~l~i~; i;~t;~§~i~:t.~i·á;,'i= efecto del glutamato durante el 
':,;- 1~',0."' ,.,~-

proceso de excitotoxicidád (Lil1 y é()1~:~ 19-91 ), 11iiefit~as que la inducción de la actividad de 

Ja SONi es probablemente ~J ~~sulta~6 ~cÚ~;ci~.ii~¡~~ irifla~atoria y del·reclutamiento de 

macrófagos que se_dirígcn, al,,siti~'cl~ ;~~ió;:;.~1~J~J:')resul~aser un· proceso mas lento 

reflejado en el tiempo de actividad máxi_nm para,la e~~ifria. il1ducibl~(72 h). 

Hallazgos mas recientes, en un estudió realizado por:Nakah~r~\y:cols. (2Ü02), demostraron 

que existe un incremento en ·las concentraciones dc:~~·t1'1~~iá6'.·~~/1Tlicrodiálisis entre 1 y 
" ' ~··· 

12 h después de una lesión por compresión y pudieron demostra!,que e~iste: un segundo 

incremento entre 24 y 72 h después del trauma. Esta iI1ro~a'Ción}f"u'e 6orroborada con 

técnicas de inmunocitoquímica que les permitieron ~~~:~arún;incr~~entci:en Ia:Ccantidad 
'.~,_:' ;~ 

de células reactivas a la SONn inmediatamente después del daño yhasia'.Jas)2 tí;"entanto 

que Ja presencia de las células inmunoreactivas a la SONi se ÍI1C:r~~1~~;~~~~~rtirde' l~~ i2 y 

hasta las 72 h después del trauma. por Jo que sugieren que el. primer\t~<:,~~~1;'~;0 de NO se 

debe a un aumento en la actividad de SONn y el segundo a Ja,.SÓNi.::~stos,· resultados 

corroboran ampliamente nuestros hallazgos de la actividad de Ja SONc y SONi (Diaz-Ruiz 

y cols .• 2002). 
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Los resultados del segundo ensayo,_ en el que_evaluamos el ef"ecto_deios estrógenos y los 

progcstágcnos sobre la actividad de las SONc y SONi, _pudimos obse_rvar que no existen 
- . 

cambios de dicha actividad-en las difercntes:estapas,del cicio estral-,en la:rata sometida a 

una L TME. Estos resultados - se 'cleben~·~¡.~~~B16:.;nt~ __ a ~ueo~ las concentraciones de 

estrógenos y progestágenos no s~~ I~ sufi~;ient~s para -e:je~cer efecto alguno sobre la 

actividad de las isofonnas de-la-Sb~.-;ibie~ es ciertb que se hi descrito diversos efectos 
. . 

sobre la actividad y la expre,siÓn''de 1risj~oformas de la SON; estos se han observado 

solamente cuando los estr_ogenos_.y, los progéstágenos: son administrados de manera 

exógena. En un trabajo realizado, p_or Labombarda y cols_-: (2000) demostraron que la 

progestcrona increment~Ia actividad de la NADPHcdiaforasa m1a enzima indistinguible de 

la sintasa del óxido nítrico que se localiza en los astroch()s; en un modelo de lesión por 

sección de la _medula espinal, én animales querecibierbrl'-iratarniento de manera exógena 

con progesterona (4 mg/kg!dfa)durant~;3 dí~~ asf rri_i~hto;"~n estudios de terapia hormonal 

en ratas, se observó que; 1a.s:estióie~-~~ ~jª·-~~:C>i~~te~~~ª- tienen." la~ cap~cidad • de 

incrementar la actividad y_ la' expresi~~- de·}li<sONe, .· -~~ ~asos sa~_guírie~s- ái~l~dos de 

cerebro de ratas tratadas con 17bet~-e~-t~ácÜC>1 (McNeill y cols., 2002).: 
/",,.··-·- .. _,.;-···- -·· ·' 

Los resultados del tercer~.;nsayo en el que ev~l.:ianrns el efecto de ia CsA ~6;~~J I~ a~tividad 
de las diferentes isofonnas de la SON después de. una lesión tra~ITiátÍ~:~ d'e l~•médulá, 
indican que existe una disminución en la actividad. de la SO?;Jc p~r:;e[eclo de, la CsA 

cuando se administra 2 h después de la lesión en el grupo de anl~ale~ s~dri~c'a.Cios 4 horas .· .. _ .. ,;_ ' ·.· '':"•. ,.,,..• .. ,--, 

después del daño. Este efecto pudo deberse-a la capacidad que tiene'ia CsA para inhibir a la 

calcincurina. Corno se n1cncionó antcriorn1cnte, la calcincurina es la fosfatasa responsable 

de dcsfosforilar a la SON y de esta manera producir una regulación negativa en ella 
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traduciéndose en unamenor produccióndc NO (Dawson. y cols._1993).~En_contraste._los 

resultados obtenidos de la actividad de la SONc evaluada a las 24 h indican que existe un 

incremento en la actividad de la SONc en todos los grupos tratados con CsA. Este cambio 

en la actividad enzimática· podría ser el resultado del efecto inhibitorio que tiene la CsA 

sobre la calcine~dna a· largo plazo. desencadenando un mecanismo de incremento 

intracelular del· calcfo; Se ha dem,ostrado en modelos experimentales de isquemia cerebral. 

que la inhibición __ de h1_ calcineúrina favorece el estado fosforilado de algunos receptores y 

canales importantes :en' la regulación del calcio intracelular como son: los receptores 

NMDA. los canales de calcio sensibles a voltaje. los receptores JP3. y _los receptores de 

rianodina todos ellos incrementan su función. en estado ~osÍ-orl1a:ci~;/,',·ravd;ác\~fido el 

aumento de las concentraciones de calcio intracelular. así com;;.fa-~al·i~a-<l/;;sfo de los 
' ' ' ~ ' . 

depósitos intracelÍJlarcs. _ (retfoulo endoplásmico) a: través :cle·::1os :receptores aP3 y de 

rianodina (Morioca y cols.,_ 1998). Diversos estudios s~~alaii::~~~ ~~-~:C>~c es-~ependiente 
de calcio. y probablemente suaetividad se incren~~nte~or~i~hoefect~ . .L-
En relación con la actividad d~ laSONi; pudimos observar que exi~t~\.ir1acti5n1Ír1l1ción de 

la actividad por efecto de la CsA _cuando se administra 12.después de_l~.lel>fo~·: Est~'evento 

podría ser explicado como consecuencia de la inhibición dela.respuésta)n.naí-iialoria por el 

fármaco. Se sabe que después de una lesión se desencad~rta_'.~nU: 'irt.te~sa res~uesta 

inflamatoria que genera a su vez acumulación de mediadores_.~e-_la.irthamd~ió~\cit~cinas. 
-_ ~·.--.'. :.'-:,-~··:·.t''_·::~->-~:-. ,. ·,:_::·.':'. :··:>~.<;-_-;> 

interlcucinas. etc.) y activación de células endotelialcs que; i~crerr'icntriii 1ri ~crmeábilidad 

vascular generando edema y posteriormente la destrucción del t~ji~c:l cZl~~Ü~-y ~~I~ .• 1997). 

La SONi se expresa durante el proceso de la inflamación desencadenada después del daño y 

cataliza la síntesis de grandes cantidades de NO (Wu. 1993). La CsA promueve una 
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disminución en la .actividad.de SONi probablemente a través del efecto inmunosupresor o 

por la inhibición de la fosforilación a largo plazo. 

Los resultados del cuarto ensayo donde evaluamos el efecto de la CsA sobre la expresión 

de las SONn. SONe y SONi 4 h después de la lesión indican que existe 1in incremento en 
- - < '. ._: 

la expresión de las 2 isoformas constitutivas (SONn y SONe) por efecto d.; la lesión. estos 
, __ ,:-:_;._ - ''. 

resultados son similares a los reportados por Liu y cols .. (2002a y 200:ib)'.;,n. un modelo de 
· .. ',_.--·.1 .:·"--·,:.,·_·_-··:"··.: .. -·:.,_. -

lesión por compresión. ellos demostraron que eJ pico máximo ele e~¡)iésión'~a~a·l~ SONn y 

expresión de ambas isoformas e';ai~ádas'~ '6~te ~1i~;~ tie;po/~i;~ ·t~atar'd~ ~xpticar este 

evento primeramente es imp~rtante~ riien6i6riar qlle ~Úfac~<>~:cle tiriri~cribciÓn asoCiados .al 

gen de la SONn es e.l Ck.Eá;\(~~ii~írÍa déuniónaJclemento;cie res¡;uesta al Ai1Pc) (Sasaki 

1 (proteína-i •. ·• acti~~ct~~ij:.;cL:ic;;·i66,i;r&i·io,c)~j;, C:6~ .. ba5é ·~n ,est~'~il1íor;Tia6i~ri~116sotros 
sugerirnos .. ·que 1~ -~~A=~óariii·t~ner'.éree:1<> . sobre 1~?;~~~~~ii~-~·~·;{~~~<=>'~::iª6to~es··.· de 

~ . '.'•'.'• ·- ': ,-:-::._.; ;-.: - ·-·.--·;;__-

transcripción.a corto plazo (4 11 ciespliés 'cie1a'·1ésión). á'través ci.;,Ja.'capaC:i'ctad 'qué tiene de 
~ ': ~,-: , •• ,,;-_. ~::~:~·~.·, -;-ó -

inhibir la aperttira del .poró de transición mÚC>conciÍial/'se ha demÓstiado' que la 'CsA 
' ' - ~ ; _._,_ -;·-~·: 

•','.·'-' 

interactúa con .1a•ciclofiliná· (proteínac¡ue foriTta parte d~l poro,de trllrisil:ión l11itocor1drial) 

para inhibir Já salida de calcio .de. la l11itocondriá' (e~~!1~~ ~-.;,ri;pral1°') (Rui~,;; c;c;J!i~~2ÜOO). ·la 

disminución en la .concentración.de(~~;~ iritr~·6elfria~ kci~~~ ~j~:~iÜa/'.1i:~~~~~~~i~n-de. Ja 

SONn. que es regulada porCa2
+ ·a tra~é~;del~1cim'cr:i6:aéi~~Jue!ita''a!AMPci{CRE) un 

elemento cis-regulatorio estimulado por Ca2 + (Sasaki y cols .• 2000; Lonze y Gintly 2002). 

Por otra parte Schwaninger y cols .• ( 1995) demostraron que la inhibición de la calcineurina 

9(, 



DISCUSIÓN 

por efecto de la CsA disminuye la activación .del CRE_B _en cu_ltivo de células_ parcrná_ticas, 

aun cuando la scrina 119 se mantiene fosforilada. En este trabajo se sugiere que existe una 

fosforilación que inhibe la actividad transcripcional del CREB en la serina .128, que podría 

ser removida por la calcineurina (figura 21-A): 

Con respecto al efecto regulador de la expresión la·' CsA; podemos 
- -

mencionar que durante el evento de cierre del poro de transición n-íil.ocoruirial por efecto de 

la CsA y la temporal baja de Ca2+. se podría inducir una baj'a ~fi1Hdad'en·1a·:~lóri'de1-P.J>-'l 
con el DNA, este evento regularía de manera negativa·l·a:ex~~esiÓ~-del~¿ne •• ~ues se•sabe 

·. ' .. --. _;,:>' .:.::.\·. 
que este proceso también es dependiente de calcio (Angel y: Kárin M: 1991; Li y éols .• 

2002) (figura 21-B). 

Por otra parte, los resultados de la expresión de. del 

daño, muestran que existe un incremento erÍ 'todos los grupos li!~ibhii'ctos-'-que 'fueron 
-·.. ,. " .. ' ', ·--:··- . '··;·' 

CsA sobre la expresión de la SONn después de la lesión. sin ernba;go:cr:e~tááofohibltório_ 

de la calcineurina por la CsA favorece que diversos canales ~/re~~pt6~íis'.~~Í:ic:ii:)1~db~ con 

la entrada de Ca2
+ corno son los receptores NMDA. los recepto;es p~~~ IP!/'1~~"~-~ée~tores 

·- - , . =--~:_-:_:, 't--,~ .. :. '""'~<- -_< ·: . : : >'-'-·--;~-X~, -~·~:- '. -~:. -:· ~ -;:.: :· ·.:.~:. -, 
para rianodina y los canales de Ca2+ sensible a voltaje tipo· t:--(VSCC;-por}'sús-sigias en 

:· í'·-_\ -"'~::.··-- ":'.<"";';·\:, -\'.·':-~·--

ingles) se mantengan fosforilados y activos por mas tiempo.• de'~stkrnanera'se''ra~orece el 

incremento en las concentraciones de Ca2
+ intracel~lá~~s~:-~.se€.~~dn#~)'.a~iiy~¿cinasas 

.:·:, ·e;: 

dependientes de Ca2+/calmodulina (CaMK) que fosforil~,rÍ3.1_5B~~~~~~~;~C:ti~dri6·(M:()rioca 
y cols., 1998; Carafoli y cols., 1999); El efccto-que•tierÍe;Já\CsA"p;:.~a:;; incrementar las 

concentraciones de Ca2
+ intracelular, también ha sido reportado por Frapier y cols. (2001) 

en un modelo de exposición crónica con CsA (24 horas) en cultivo de miocitos. 
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Finalmente se __ ha dem_o_strado que existe un incremento en la actividad del CREB 

relacionado directamente con la activadón de los canales de Ca2 + sensibles a voltaje de 

tipo- L (Lonze y cols., 2002), Sasakiy cols;, (2000) demostraron que el gene de la SONn es 

regulado por Ca2+ en,cultivos/ d-e neuronas corticales de embriones; En este trabajo se 

identifico la existencia d'c-uria-se~uencia sensible a Ca2
+ en el-exon 2 del promotor (figura 

22-A). 

Los resultados obtenidos de la e;.presión de la SONe, demuestran que existe un incremento 

de dicha exp;esión por efocto' de la le~ión y por efecto de la CsA, este e~e~t~ es ~imilar a 
·<· ''._ ' · .. ; '. .. 

lo reportado por Su y cols., (1996) en _células T de linfoma, en las_cuales se demostró que la 

CsA tiene la capacidad de aurrt~~ta'.r: ¡:, c6nc~l"ltraciones de Ca2 + intrac~Íular,- favoreciendo 

el incremento en_la unióri_._d~·-_--.A_p_l--c~n_el DNA, y de esta manera llevar.al·subsecuente 
. ' 

aumerito en la expresión 'de la SON e: 
·_,-.... ·.:- .:, -. ' . . . 

En otro estudio, se investigó la.participación de la CsA sobre la regulaciórid~ la expresión 

de la SONe en cultivo de células endotelialcs de aorta de bovin<;' (Navarro~Antolin y cols., 

2000), se demostró que la CsA tiene la capacidad de incrementar la expresión de la SON e 

hasta 1.6 veces por tener la capacidad de incrementar_ la_unión de AP-1_ al DNA, así como 

de incrementar la transactivación del promotor de la -SONe-e incrementar los niveles del 

RNAm de c-:f"os y de la proteína (c-Fos). En este trabajo~~ d~mostró ~ue mutagénesis en el 

elemento cis-regulatorio de AP-1 se traducía-en una;~hibi~:ió_ri-:de la-expresión de la SON e 
. ,. · .. -. _,.·.,. ·.,, . 

, ___ - .. ·. 

aún con el tratamiento con CsA, por lo que-se sugiere_ qu':'_._-esta-regulación es a nivel 

transcripcional y que involucra el sitio proximal dc-AP:-1 .. Probablemente en el modelo de 

lesión medular la CsA estaría regulando la expresión de la SONe a través de este mismo 
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mccanisn10 (figura 22-B). 

Finalmente, los resultados de la expresión de la SONi observados en este trabajo, muestran 

que existe un incremento de dicha 'expresión por efecto de la lesiól1 -y que la c~A. fue capaz 

de disminuir este proceso sin llegar a los niveles basales, estos result~do~''podrían•indicar 
que el incremento de la expresión de la SONi, es el resultado d~ -la ~~t~~~~' respuesta· 

' -

inflamatoria, con la subsecuente síntesis de diversas citocinas (TNF<;t.)--que::inducén su 

expresión. Recientemente se demostró que después de una!esión'traurÍ1ática·é!e)a:'_médula 

espinal se activa el factor de transcripción NFKB asociado con el gen de la SONi (Bethea y. 
' . :.: .. :. ·:." . . - :·· - < .. :· "> .. 

cols., 1998). El factor de transcripción NFKB está constituido-por: uri- complejo: de dos 
- - • • ' ~ • :."·_ >' • • '' :r ' ' ·: ' • • -:: :. ; •.' ' ; 

proteínas (hetero uhorodímeros) p50, p52, RelA ( pG5), ql1e se e~cuentraasociado con una 
·,_',"- '• •:e•'<: • • '.;- -.: .-, • 

proteína .inhibitoda:. IkB :(Sun y cols.,- 1995)~ ·Las seil~les: que 'inducen- la ;activación de 

NFKB producen lafosforilación de la IKBa. en las se~l1:~ ~2 )36 inician-do 61~iri2~~~ de 

ubiquitinación y su degradación ~- través-dl1 Jrot€:~~oil1a · (Bo1i~ y~d;~~ii1('>2000): 
Posteriormente el NFKB se --transloci. a1 _ rliiC:1;i:6, -pa~ii.-·iriiciar-0 la_-trahsd;~C:ióri:-''ctelos 

.... :.(··: 

condiciones in vivo la fosforila¡;ión d~Ia IkB no cs'suficiente p-ará'activar"ar NFks;: si-no 
"-~ - -', ' . ;. ~----

que se requiere de la degradación de la proteína inhibitorl~p¡;r ~1-'G;~t~~sá~i(A.ii2a1~y y 

cols., 1995). A este respecto Meyery cols., (1997) demostrar~rÍq~~ l~B's~~s~{i~~ibidor 
no competitivo de la actividad del_proteasomá y por medio'.deestc ITl~canismcts~'pre~i~ne 

la activación del NFkB. En el modelo_ de lesión meclÚlar probabl6rn611t.6 •la CsA está 

actuando de modo similar y este evento se traduce cri lina disminucióri' de 'ia expresión de 
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la SONi (figura 23). 

Por otra parte, se- sabe que una de las principales vías de fosforilación de la ·rkB· es por 

medio de la activación de la' IKK. (cinasa que fosforila a la IkB), la activación de este 

complejo es regulado '¡)C>r PKC y calcineurlna, evento qué_adtiva al focitC>r ~kB, por lo que 

la CsA resulta se/~~~f~~tivo irihibidor ele la act¡:vación ~~la IKK (T;¿s~i~y~ols.,1999). . . . - . . - - .. .. ., -·. -

En el modelo d~ cti..iJÓ:po~c6nütsiÓnmedular ¡)oslblcri-iel1te éste'ercib'1:()cirihibi~ori6 de la CsA 
~· ·' .. , .. . . ·- . . - . . - ' -- - ' . .· - --- . -. - : -"'"' .- . -· . . -.-... .. - . . -~ 

sobre la IKK.c:;;i:i~c:>cig:1<=>;;Ae~~Ilis_;ric)s qt;e di~rii_i~_úi§·i~::@i~'s'iÓ;:~~)~~c)N-L 
Finalmente; A.tti:i~-y ~oís!; (:2060)· dárit6sfrarort';~¿~ la ciC:I~~bc;iiri~ ( 1 ~5. ~i~~oW~l)illhibe la 

expresión._del:i:SONi anivel·dél-RNAril;'.en\unalín_éa_celular,de mácrófagos.REW264.7 
' .. • ·.,: • ':{, •• --. ·' ',- ' ,· ~ ," • :·: ,''. : e " ;·~ : (' • •• 

incubados con LPS,-á.sí mismo HarnaÜiinenycols:;c2002j obsei-Vari•este mismÓ efecto en 
: ._: -·~ ·:_: . ~ .. 

células epiteliales humanas de colon (T84) y eri ÍnAc~Ófág()s de úl1aJínea ~elular Ínurina~ sin 

embargo ell este tr~bajo se observa que la Í~l~i~i~i'Jri ·cie {Ía! expf~~iól1 d<?,I~ ,SONi . es 
'-''·. 

independiente de la activación del factor de transcripCiÓn \ NFkB. A -este -respecto la 
~- -__ :_~- :,::~: :~. : ~:~ -'.~'-.'::.: -·~ 

infonnación es discrepante, ya que en ensayos ií1 vivo~;,~ealizado~ po~ _Altavilla'.y cols.; 
. :. -·: ,· - --:_,~.: '. ' -. :' .·. -•. > :. '··.: . _,: 

(2001) en un modelo de choque hemorrágico hipovolcmico en ratas, los autores dei:nm:stran 

que la CsA inhibe la cantidad de lkB citosólica y bloquea la activaciónde fact9r.NFkB. 

Los resultados de este trabajo indican que el efecto .de la CsA sobre la actividad y la 

expresión de las isoformas de la SON tiene una regulación. diferencial, que. _depende del 

tiempo. 

El efecto que tiene la CsA sobre la pro_ducc_iórl de NO presente en el t~jid<:),,durantc la etapa 

aguda de la lesión podría tencrdi~cr~a~'i¡b;¡~aci~~~~: Se ha r~~~~~d~~~ modelos de 

lesión traumática de la médula, que la actividad de las isoforrnas SONn, SONi, SONc, se 

n1anticnc en neuronas, niicroglía y células cndotclialcs respectivamente en todos los 
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estadios después del daño-y se han-podido determinar que la producción_ de peroxinitrito _ 

después de una lesión es de 3 a:-5- veces mayor~ sugiriendo que el pcroxinitrito juega un 

papel importante en: el ; daño- secundarlo. Este - incremento en - fa concentración de 

peroxinitrito es pr()dÜcto prob~bién'ié~t~"cié1 ~í~crert~ento de 02- y NO xii y C:o~~ .. (2000). 
"' .e ' ·~- •• -. ~-"'° -···- ·.-'-t; -- ; -·' 

En este misIT1ci estÚdió; se- ~et~~i~'ó<1a p~esencia -de peroxinitrito por riiedi() d~ la técnica 

de nitrotirosina y los re~ul~~~;;;-~~est~anqüe 6 h después de la• lesión se observan células 

marcadas con·Ü~anticJ~~~º-~~~l~~-;;itroiirosina que tienen supfoo máximo a las-12h y 

declinan significa~iJ~l11e~t~~I~: ~ill. 
Por el método' de;HÍ>l:c/tariibiéri','CielTiostra~<:m que la concentración de nitrotirosina en 

proteínas es si;;ific~út~iri6n~~ rri3.~ iiita_eri el tejido lesionado que en el tejido control, esto 
. . ... ~.' -- ... ·:-':<: '< -, :~:: ··; 

indica que después de una lesión trauÍnática de lá médula espinal se induce la nitración de 
_-- .. '. _.·._;, -_---~~->-.----~ .<:·_'..'..{:,:-,: __ :_.-:· 

proteínas. Además d_el daño a ias proteína~(-las 'aúas concentraéiones cÍe. peroxinitrito 

pueden dañar las 'célufas por la oxidación dé las membranas lipídicas por la)brrnación 

directa de radical~s hidroxilo:: S~:ha reportado p~eviamente que los radicales'libres y las 
- : ·-·e· .. _ .-

- -

especies reactivas de NO.desencadenan el fenómeno de lipoperoxidación (Ginberg, 2001), 

estos resultados sugieren que la excesiva producción de NO y-radiCales libres tienen- un 

efecto directo en el daño secundario originado después de una lesión: 
:- '.> .. .> .'' ,..;· . 

El incremento en la formación de NO, pcroxinitrito y la_nitración .de proteínas en la etapa 

aguda de la lesión por contusión severa podrían tener gran i:U;éJ~an~l~-en los mecanismos 

de daño y reparación que se originan después de_I trai:ima (K~~ncke y-'c~ls., 1997). 

La regulación que ejerce la CsA sobre la producción de NO podría tener efectos 

protectores en dos eventos importantes: 

a) Cuando el incremento de NO es a través del aumento en la actividad y expresión de la 
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SONe •. eINO ge_ncrad() por esta v_ía. probablemente favore_ceri_a una mejor oxigenación del 

tejido lesionado lo que se traduciría en una .disminución de los eventos de _daño por 

isquemia. 

b) Cuando se observa un decremento del NO por disminución de Ia expresión y actividad 
i._ >-•• ~. • .. ; .:.º_·.: -:· ~:-· .. . . . 

de la SONi. Probablemente por este efecto se podría observar menor daño citotóxico, pues 

corno se ha comentado ampliamente las altas conccntraciOri.es de NO generado pcir la SONi 

son las que favorecen la íorrnación de peroxinitrito;.'--

Finalrnente, cabe mencionar que el tratamiento con CsA después de una lesión puede tener 

efectos muy interesantes en la regulación dé,dive~~6-~ ~ecanisrnos de daño y regeneración 
-.... ' . . 

que se desencadenan después de una LTME:·,¿;,~o lo demuestran algunos trabajos. 

La activación de la calcineurina inhib~ l~~;l;~~~~ión neuritica por su electo sobre la actina 

del citoesqueleto, además de otros -có~~Mi'.~nfi::s· é:orno la proteína asociada .a rnicrotúbulos 

MAP-1 B que regulan_ la. unión: as.~icrotubti!o~. y filan1entos de actina y se- favorece el 

crecimiento del axón de _ un¡}~~~ .. i'_~~;d~diente de la fosforjlación. _ E~, ü~; trabajo 

realizado por Lauterrnilch y;ho1~:-(200J) ~~propone que la inhibicióndcla~t°:alci~~J~na por. 

CsA promueve el crecirnierifo'netlptiCo, ellos sugieren un modelo~de,señali:?;ación,infoiado 

por la activación de la ca!'c:in~~rin~ ~1Jrante las oleadas de -Ca2 + qu.~t~.;~~gi·n~!du;ante e>1 

crecimiento neurítico. L,a ~ai6i~~urlna regula las proteínas del citcie~~~'il~~d-pC>r l1nestado 
'. . . . - -.'.. - ·.,_ ··.-:- ---,,'"'' .. - _,,.,· 

elongación neurítica. s.; ob~ervó que dural"lte la disminución de~ia COilC~Ilt~á6iól"l ci~ Ca2+ no 
.. · -·.. '~ : '~_;-_·<-.:, ."" .·, -

se activa la cal~ineurif13. y ~;;-:,f"a-Vorece el Crecimiento. Ótrél>¡>~.'.>teíriá:~sbciada con la 

regeneración es la GAP-43. una fosfoproteína localizada en la superficie interna de la 

mcn1brana plasn1ática. especialn1entc en los conos de crecimiento nervioso. esta es 
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fosforilada por la PKC manteniendo una fom1a activa. desfosforilada por.la calcineurina se 

promueve su inactivación (Lautem1ilch y cols. 2000). 

En un trabajo realizado por Sullivan y col s .• ( 1999) utilizando un modelo de contusión 

cortical controlado demostraron que ÍaCsA tiene la capacidad de io"i~ib,ir 'ia:·apertura del 

MPTP. ya que se une a la ciclofilina locali~ada en el MPTP. Por otr~~a~~,s~~a r~portado 
:·- - : ·;-"" .·.··.-:. 

que la CsA tiene efecto neuroprotector en modelos de isquemia-reperfusión:d(:spués:de 'una 

lesión al cer~bro. también. seI~a demostrado este efecto en uri IT1'o<l~i;; J~:~:~itbtoxiCidad 
- - -- -. ·-·;-. ,-.:. -... --.. --, - .' _:- ., __ -._::: : "' 

mediada por receptores NMDA (Rtiiz y c'als .• 2000). Este efecto neuroprotector de la CsA 
- - . --

se debe a que este. fá~aco ¡;s' capaz de: mantener el potencial de 'membrana a través de la 

inhibición de la apertura del MPTP. 

Con base en estos antecedentes la CsA pbdria tener una participación muy importante en la 
- ' .- -. _' __ ~>- .-·. ' ':. -' 

inhibición de la apoptosis a través de su unión a la C:iclofilina. 

Con toda esta información. el uso .de la .CsA, en el modelo de lesión medular. podría 

participar a través de la inhibiéió~ dela cal:~i~el1rina: · 

a) Reduciendo a tiempos cortos e incrementando a largo plazo la producción de NO por su 

posible participación en la regulación de Ja actividad de la· SON por fosforilación así 

con10 por calcio. 

b) Reduciendo a tiempos cortos e incrementando a la,rgo plazo Ja cantidad de proteína de 

las de la SONn y de la SON e a través de su participaéión .sobre la regulación. de la 

expresión. 

e) Reduciendo a tiempos cortos e incrementando a largo plazo la cantidad de proteína de 

las de la SONn y de la SONc a través de su participación sobre la regulación de la 

expresión. 
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d) Reducción.a largo plazo la cantidad de proteína de la SONia través de su.participación_ 

sobre la regulación de _la expresión; 

e) Favoreciendo -la' regeneración mediante un mecanismo de_ regulación. por fosforilación 

de los 'diversos compone~tes· del citbesqucléto, así cciinci de -'Ja-.proteí~a GAP-"43 
:--;-·:·-:.-_'-::~-' '~i-:_·_--- - -·--,~--- ':<,_;·_:·-_·:::': /·--,,_-: - ·_ ·::>---' ___ :-.:·,'··:_.,.~, 

relacionada con procesos' de Í-egene~ación después de dafto al sistema nervioso central. 

1) Disminuyendo el estrés _oxidante a .través de su: efecto inmunosupresor al inhibir la 

activación del factor de transcripción NF.:AT. 
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Menos Expresión 
\Co>' l. 

Iv.lenos Actividad 

1 < -•• ~ l. 

lVlenos Expresión 

Figura 21. Posihle ~fecto ele la Cicluspori11a·A. a corto pla=o (4 /¡ después ele/ dw1o) sohre la 

e.\11re~{,dó11 y la actividad tle la.•·; isofonuas de la .\·intaL,~a del óxido ueuronal y endotelial. A y B 

respecth•a111e111e. después de una lesión trau11uítica de la 111édula espinal. NMDA: receptor N-111etil­

D-aspartato; CCSV-L: canales ele Ca'' sensibles a voltaje tipo L; CsA: cic/osporina-A; CF: 

cic/ofilina: CRE: ele111e11to cis-regulaelor que responde a AMPc; CREB: Proteína que se une al 

elemento que responde a AMPc; AP-1: elemento cis-regu/ador que reconoce a la proteína -1 

activadora; cFos: factor de transcripción cFos; c:Jun: factor de transcripción c:Jun; PKC; proteína 

inasa activada por Ca'• y diaci/ glicerol; SONn: sintasa del óxido nítrico neuronal; SONe: sintasa 

del óxido nitrico endote/ial. 

TESIS CON 
FALLA DF o:)_iíJEí:<r ¡ 
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Figura 22. Posihle efecto de la Ciclosporina-A. a largo pla=o (24 11 después del dwio) sobre la 

expresión y la actividad de las isoformas de la sintasa del óxido 11euronal y endotelial, A y B 

respectiva111e11te, después de una le~'·•ión traunzática de la 111édula espinal. NMDA: receptor N-111etil­

D-aspartato; CCSV-L: canales de Ca'- sensibles a voltaje tipo L; CsA: ciclosporina-A; CF: 

ciclofili11a; CRE: ele111e11to cis-regulador que responde a AMPc; CREB: Proteína que se une al 

ele111e11to que respo11de a AMPc: AP-1: eleme11to cis-regulador que reconoce a la proteína -1 

activadora; cFos: factor de transcripción cFos; cJun: factor de transcripción cJun; PKC; proteína 

ci11asa activada por Ca'+ y diacil glicerol; PKA: proteína cinasa activada por AMPc; PLC: 

fosfolipasa C: R-R: receptor de ria11odina; R-IP3; receptor para IP3; DAG; diacil glicerol; IP3; 

fo~fatidil i11ositol trifosfato: SONn: sintasa del óxido nítrico neuronal: SONe: sintasa del óxido 

nítrico endotelial. 
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Figurll 23. Posible efecto de la Ciclospurina-A. a largo pla=u (72 /¡ después del dwio) sobre la 

expre .... ·ió11 y la actividad de la ._••:inta._..,~a ele/ óxido inducible. después de una lesión lrau111ática de la 

médula espinal. NMDA: receptor N-metil-D-aspartato; CCSV-L: canales de Ca~- sensibles a 

l'o/taje tipo L; TNFa:: Factpr de necrosis tumoral et; CsA: cic/osporina-A; CF: ciclofilina; IKK; 

complejo de proteínas cinasas para la IkB; NFkB: Factor nuclear de transcripción kB; I.KB: 

proteína inhibitoria del NFkB;SONi: simasa del óxido nítrico inducible. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, la CsA mostró una capacidad para 

regular la expresión y la actividad de la SON después de una L TME en ratas, de la 

siguiente íorrna: 

a) Existe un incremento en la actividad de las diforentes isoíorrnas de la SON por efocto 

de la lesión." 

b) El pico máximo de actividad para la SON constitu'tiva, se presenta 4 horas después de 

unaLTME. 

c) El pico máxÍmo de actividad para laSON illducible, se observa a las 72 horas después 

de una LTME. 

d) La variación y presencia de estrógenos y progestágenos en los diforentes estadios del 

ciclo estral de la rata, no modifican la actividad de la SON constitutiva e_ inducible. 

e) Existe un incremento en Ja expresión de la SON neuronal y de la SON endotelial por 

efocto de la lesión a las 4 horas después del daño: 

f) Existe un incremento _en la expresión solamente de la SON neuronal por erecto de la 

lesión a_las 24hor¡ts después del daño. 

g) Existe un incremento en la expresión solamente de la SON inducible por efocto de la 

lesión a las 72 horas después del daño. 

h) La CsA dismih~~e la actividac;l y, la expresión de la SON constitutiva a corto plazo, es 

decir, cuando ~~ ~val liada a las 1 hOr~s d6spués de la lesión. 

i) La CsA incrementa la actividad' y >1a e~p~esiÓ~ de la SON constitutiva a largo plazo, 

cuando se evalúa 24 horas después de la lesión, en todos los grupos tratados. 
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j) La CsA disminuye la actividad de la SON inducible solamentt:: cuando se administra 12 

horas después de la lesión y es evaluada 72 h después del daño. 

k) La CsA disminuye la expresión de la SON inducible en .todos .los grupos lesionados y 

tratados a diferentes tiempos (2, 6 y 12 h) después de la' lesión. 

Los resultados indican que, la CsA modula de manera.se!Cctiva la actividad y la expresión 

de las diferentes isofonnas de la sintasa del óxido nítrico en lo.s distintos tiempos cvaluádos 
. ': ,, .".' '," ' ' 

después de una LTME. Esta rnoduláción podría tener' efectos benéficos durante él dafio 

secundario, ya que el NO tiene funciones diversas y sú efecto neuroprotector o citotóxico 

probablemente depende de su concentración, estado redox y tipo celular donde se genere. 

109 



REFERENCIAS 

Abe K. Morita S. Kikuchi T. ltoyama Y. Protcctivc cffcct of a novel free radical scavenger. 

OPC-14117. on wobble mouse motor neuron disease. J Neurosci Res. 1997; 48: 63-70. 

Alkalay I. Yaron A. Hatzubal A. Jung S. Avraham A. Gerlitz O. Pashut-Lavon l. Ben­

Neriah Y. In vivo stin1ulation of h.::B phosphorylation is not sufficient to activate NFKB. 

Mol. Cell Biol. 1995; 15: 1294-1301. 

Altavilla D. Saitta A. Guarini S. Galeano M. Squadrito G. Santamaria LB. Venuti FS. 

Bazzani C. Bertolini A. Squadrito F. Nuclear factor-kappa B as a target of cyclosporin in 

acute hypovolemic hemorrhagic shock. Cardiovasc Res. 2001; 52: 143-152. 

Anderson DK. Braughler JM. Hall ED. Waters TR. McCall JM. Means ED .. Effects of 

treatn1ent with U-74006F on neurological outcome after spinal cord injury. J Neurosurg. 

1988; 69: 562-567. 

Angel P y Karin M. The role of Jun. Fas and the AP-1 complex in cell-proliferation and 

transfommtion. Biochirn Biophys Acta. 1991; 1072: 129-57 

Anneser JM. Horstrnann·S. Weydt P. Borasio GD. Activation of rnetabotropic glutamate 

receptors delays apoptosis of chick ernbryonic n1otor neurons in vitro. Neuroreport. 1998; 

9: 2039-2043; 

Aschner M. The functional signi!icance of brain metallothionein. FASEB J. 1996; 10: 

1129-1136. 

Attur MG. Patel R. Thakker G. Vyas P. Levartovsky D. Patcl P. Naqvi S. Raza R. Patel K. 

Abramson D. Bruno G. Abramson SB. Amin AR. Differential anti:-inflammato..Y effects of 

immunosuppressive drugs: cyclosporin. rapamycin and FK-506 on indueible nitric oxide 

synthase. nitric oxide. cyclooxygenase-2 and PGE2 production. lnflamm Res. 2000; 49: 20-

26. 

110 



REFERENCIAS 

Aust SD. Morehouse LA. Thomas CE. Role ofmetals in oxyge.n.radicalreactions. JFree 

Rad Biol Med. 1985; 1 :3-25. 

Azcoitia l. Sierra A. Garcia-Segura LM. Estradiol prevents kainiccacid~indúced neuronal 

loss in the rat dentate gyius. Neuroreport. 1998; 9: 3075-3079;. · 

Balentine JD. Spi.na.1 cord trauma: In search ofthe rneaning of"granular axoplasrn and 

vesicular myelin: J:Neuropath Exp Neurol. 1988; 47: 77-92. 

. ' 

Bamber NI. Li·H. Áebischer P. Xu XM. Fetal spinal cord ti~sue in rnini-guidance channels 

promotes longitudinal axonal growth after grafting into hernisected adult rat spinal cords. 

Neural Plast. 1999; 6: 103-121. 

Bararni K y Díaz FG'. Cellular transplantation and spinal cord injury. Neurosurgery. 2000; 

47:691-700. 

Bartholdi D y Schwab ME. Methylprednisolone inhibits early inflarnrnatory processes but . . . 
not ischemic cell death arter experimental spinal cord lesion in the cat. Brain Res. 1995; 

672: 177-186. 

Batelli MG. Boná.mici L. Abbondanza A. Virgili M. Contestabile A. Stirpe F. Excitotoxic 

increase of xanthirie· deshydrogenase and xanthine oxidase in the rat olfatory cortex. Brain 

Res. 1995; 86: 340-344. · 

Bavetta S. Hamlyn PJ;.Burnstock· ci. Lieberrnan AR. Anderson PN. The effects of FK506 

on dorsal column axon following spinal cord injury in adult rats: neuro.protection and local 

regeneration. Exp NeuroL 1999; 158: 382-393. 

Beattie MS. Li Q. Bresnahan JC. Cell death and plasticity after experimental spinal cord 

injury. Prog Brain Res. 2000; 128: 9-21 

111 



REFERENCIAS 

Bcckcr J y Grasso RJ. Supprcssion of phagocytosis by dcxamethasone in macrophage 

culture: Inability of arachidonic acid, indomctacin and nordihydroguaiarctic acid to reverse 

thc inhibitory response mcdiatcd by a stcroid-induciblc factor. Int J Immunopharmacol. 

1985; 7: 839-847. 

Bchl C. Ocstrogen as a neuroprotective hormonc. Naturc Rev. 2002, 8: 433-442. 

Berkowitz M, Harvey C, Grcene C, Wilson S. The econornic consequences of traurnatic 

spinal cord injury. New York. 1992. 

Bethea JR, Castro M, Keane RW, Lee TT, Dietrich D. Yezierski RP. Traumatic spinal cord 

injury induécs nuclear factor-KB activation. J NeuroscL 1998; 9: 3251-32-60. 

Bowie A y O'Neill LAJ. Oxidative stres and nuclear factor -KB activation a reasscssrnent of 

the evidénce .in the light of recent discoveries. Biochern Pharmacol. 2000; 59: 13-23. 

Bracken MB, Collins WF. Freeman pF". Shepard MJ. Wagner FW. Silten RM. Hellenbrand 

KG. RansohofT J, Hunt WE; Perotc~PL ·Jr, Gossrnan RG, Green BA7 Eisenberg HM, 

Rifkinson N, Goodman JH, Mcaghe~:·JN, Fischer B. Clifton GL. Flarnrn ES; Rawe SE. 

Efficacy ofmclhylprednisolone in acule spinal cord injury. JAMA. 1984; 25,1: 45:52. 

Bracken MB, Shepard MJ, Hellenbrand KG, Collins WF, Leo LS~ Freernan ·DF, Wagner 

FC, Flamm ES, Eisenbcrg HM. Goodman JH; Perol PL Jr, Gr~~n BA; Grossman RG, 

Meagher JN, Young W, Fichcr B, Clifton GL, Hunt WE, Rifkinson N. Melhylprednisolone 

and neurological funclion 1 year after spinal cord injury study. J Neurosurg. 1985; 63:704-

713. 

Brackcn MB, Shcpard MJ. Collins WF, Holford TR. Young W, Baskin DS. Eiscnbcrg HM. 

Flamm E. Lco-Summcrs L. Maroon J. Marshall LF. Perol PL Jr. Piepmeier J, Sonntag 

VKI-1, Wagncr FC; \VilbcrgcrJE. Winn HR. A randornizcd controlled tria! of 

112 



REFERENCIAS 

mcthylprednisolonc or naloxonc in thc trcatmcnt of acute spinal cord injury. Rcsults of the 

sccond National Acutc Spinal Cord lnjury Study. N Engl J Mcd. 1990; 322: 1405-1411. 

Brackcn MB. Shcpard MJ. Collins WF Jr. Holford TR. Baskin OS. Eisenbcrg HM. Flamrn 

E. Lco-Summcrs L. Maroon JC. Marshall LF Pcrrot PL Jr. Pieprncicr J. Sonntag VKH. 

Wagncr FC Jr, \Vilbcrgcr JL. Winn HR. Young W. Mcthylprednisolone or naloxone 

trcatmcnt afler acutc spinal cord injury: 1-ycar follow-up data. Results of thc Sccond 

National Acutc Spinal Cord lnjury Study. J Ncurosurg 1992; 76: 23-3 1. 

Brackcn MB y Holford TR. Effecl of timing of rnelhylprednisolone or naloxone 

administration on recovery ofscgmental and long-lract ncurological funclion in NACIS 2 J. 

Ncurosourg 1993; 79: 500-507. 

Brackcn MB, Shepard MJ. Holford TR. Leo-Surnrners L. Aldrich EF. Fazl M. Fehlings M. 

Hcrr DL. Hitchon PW. Marshall LF. NockelsRP. Pascalc v. Perol PL Jr. Piepmeier J. 

Sonntag VK. Wagner F. Wilberger JE. Winn HR. Young W. Adrninislralion of 

methylprednisolone for 24 or 48 hours or tirilazad rnesylate for 48 hours in lhe trealrnent of 

acutc spinal cord injury. Results of thc Third Nalional Acule Spinal Cord Injury 

Randomizcd Controlled Tria!. National Acute Spinal Cord Injury Sludy. JAMA 1997; 277: 

1597-1604. 

Bracken MB. Shepard MJ. Holford TR. Leo-Summers L, Adrich EF, Fazl M, Fehlings MG. 

Herr DL. Hitchon PW. Marshall LF. Nockels RP. Pascale V. Perol PL jr, Piepmeier .J. 

Sonntag VK. Wagncr F. Wilbergcr JE. \Vino HR. Young W. Methylprednisolone of 

tirilazad mesylate administration aftcr acute spinal cord injury: 1-year follow up. Rcsult of 

the third National Acute Spinal Cord lnjury randomizcd controlled tria!. J Neurosurg. 1998; 

89: 699-706. 

Brad ford MM. A Rapid and sensitive mcthod for the quantitation of microgram quantities 

ofprotein utilizing the principie ofprotein-dye binding. An Biochcm. 1976; 72: 248-254. 

113 



REFERENCIAS 

Braughler JM. Chase RL. NeffGL. Yonkcrs PA, Day JS, Hall ED, Sethy VH. Lahti RA. A 

nc\V 21-aminoesteroid antioxidant Laeking glueocorticoid aetivity stimulates 

adrcnocorticotropin secretion and block araquidonic acid releasc from pituitary tumor (AtT-

20) cells. J. Pharmacol Exp Ther. 1988; 244: 423-427. 

Braughler JM y Hall ED. lnvolvernent of lipid peroxidation in CNS injury. J Neurotrauma. 

1992; 9 Suppl l:Sl-7. 

Bravo G, Larios F, Rojas-Martiriéz R, Hong E, Salazar LA, Guizar-Sahagun G. Early 

changes in nitric oxide ~~tha~·~ acii~Ít)' in atrial Íntramural arteries following experimental 

spinal cord injui; in ~t~;~~..;~os~i Leit: 1999;271: 37.::40. 

Bredt OS y Sn~;~~~i~~- isolat¿l~~f nit~c oxide syntase a calmodulin-requiring enzyme. 

Proc Natl .Acads~fÚsA.'{990(87:682[(}8.S .•. · 

.: ~:' 

Bregrnan BS, Kürikelba~d~~ E; Schriell L; Dai HN, Gao D, Schwab ME. Recovery from 

spinal cord injuryit'í~~iated J:>;~ntibodi~stoneurite growth inhibitors. Nature. 1995; 378: 

498-501.c 
; ' -,': 

. . . 
- ".--.. · - : -

Brittis PA, Flanagan JG. Nogo domains and a Nogo receptor: Irnplications íor axon 

regeneration. Ne~rori.:2001; 30:i 1~14. 

Brune B, van . Knethén A,• Sandau KB. Ni trie oxide and its role in apoptosis. Eur J 

PharrnacoL 1998; 351:261.:.269: 

Burgi B, Otten ÜH;·b~ll~ns~er~er B, Rihs S, Heesc K. Ehrhard PB. Ibanez CF. Dahinden 

CA. Basophil priri1ing by neutrophic factor.Activation through thc trk receptor. J Imrnunol. 

1996; 157: 5582-5588. 

114 



REFERENCIAS 

Caggiano AO y Kraig RP. Neuronal nitric _oxide synthase expression _is induced in 

ncocortical astrocites _ aflcr spreading depression. J Cerebral Blood Flow Metab. 1998; 18: 

75-87. 

Carafoli E.Genazzani A, Guerini D. Calcium controls _th~ transcriptiori of its own 

transporters and channefs in dcveloping neurons. Biochem Biophys Res Com. 1 999; 266:' 

624-632. 

Carlson SL, Parrish ME, Springer JE. Doty K. Dossett_ L-. Acute inflammatory response in 

spinal cord following impact injury. Exp Neurol. 1998;·-151;,77~88._ 

Caroni P y Schwab ME. Antibody against myelin-assoéiated inhibitor 6f ncurite growth 

neutralizes nonpermissive sunstrate properties of CNS whiite matter. Neuron. 1988; 1: 85-

96. 

Chang RC. Rota C, Glover RE, Mason RP. Hong JS. A novel effect of an opioid receptor 

antagonist. naloxone, on the production of rective oxygen species by microglia: a study by 

electron paramagnetic resonance spectroscopy. Brain Res. 2000; 854: 224-229. 

Chen A, Xu XM, Kleitman N, Bunger MB. Methylprednisolone administration improves 

axonal regeneration intro cell grafls in transected adult rat thoracic spinal_cord. Exp Neurol. 

1 996; 138: 261-276. 

Chcn MS, Huber AB, van der Daar ME. Frank M, Schnell L. Spillmann AA. Christ F. 

Schwab ME. Nogo-A is a myclin-associated neurite outgrowth inhibitor and an antigcn for 

monoclonal antibody IN-!. Nature. 2000; 403: 434-439. 

Choi DW. Ion dependence of glutamate neurotoxicity. J Neurosci. 1987; 7: 369-379. 

115 



REFERENCIAS 

Choit DW. Calcium: Still . centcr-stage in hypoxic-ischemic neuronal death. Trends 

Neurosci. 1995. 18: 58-60. 

Choi DW. lschemia-induced neuronal apoptosis. Curr Opin Neurobiol.. 1996; 6: 667-672. 

Ciani E, Groneng L, Voltattorni M, Rolseth V, Constestabile A, Pausen RE. Inhibition of 

free radical production or free radical scavenging protects frorn the excitotoxie cell death 

mediated by glutan1ate in cultures of cerebellar granule neurons. Brain Res. 1996; 728: 1-6. 

Cirino G, Fiorucci S, Sessa W. Endothelial nitric oxide synthase: the cinerella of 

inOammation?. TRENOS Pharmaeol Sci. 2003; 24: 91-95. 

Coates JR, Sorjonen DC, Sirnpson ST, Cox RN, Wright CJ, Hudson AA, Finn-Bodner ST, 

Brown SA. Clinicopathology effect of a 21-Aminoestcroid compound (U74389G) on high 

dosc methylprednisolone on spinal cord function afier stin1ulated spinal cord.trauma. Vet 

Surg. 1995; 24: 128-139. 

Cosi C, Suzuki H, Milani D, Menegazzi M, Vantini G, Kanai Y, Skaper.SD. Poly(ADP­

ribose) polyn1erase: Early involvement in glutamate"'"induced · neura"toxi.::Oity. i~ · cultured 

cerebellar granule cells. J Neurosci Rev. 1994; 39: 38-46; . 

David S. Axon growth promoting and inhibitory molecules involved in regeneration in the 

adult mammalian central nervous system.·Ment,Retard Dev Dis~bilitiesRes Rev. 1998; 4: 

171-178. 

Davics KJ, Goldberg AL. Proteins damaged by oxygen :radicals· are: rapidly degraded in 

cxtracts ofred blóod cells. J Biol Chem;.1987;·262: 8227-8234. 

Davies SJ. Goucher DR. Doller C. Silver J. Robust regcneration of adult sensory axons in 

dcgcncrating white matter ofthe adult rat spinal cord. J Neurosei. 1999; 19: 5810-5822. 

1 1 (> 



REFERENCIAS 

Dawson TM, Steiner JP, Dawson VI, Uhl GR, SnyderSH. lmmunosuppressant FK506 

enhances phosphorylation of nitrie oxide synthasc and protects against ncurotoxieity. Proe 

Natl Acad Sci USA. 1993; 90: 9808-9812. 

Dawson TM. Dawson VL. ADP-ribosylation as a·mechanism for the action of nitrie oxide 

in the nervous system. New Horiz. 1995; 3: 85-92; 

De Groot CJA, Ruuls s. Theeuwes: 'JWM, Dijkstra CD, Van der Walk P. 

lmmunocytochemical characterizaticin' -e;·[· th'e expression of indueible and constitutive 

isoforms of ni trie oxide synthase ·in °den'Íyeliiiating multiple sclerosis lesion. J Neuroph.atol 

Exp Neurol. 1997; 56: 10-20. 

Della-Corte E, Stirpe F. The regulation ofrat liver xantina oxidase. Activation by 

proteolytic enzymes. FEBS Lett. 1968; 2: 83-84. 

Della-Corte E y Stirpe F. The regulation of liver xanthine oxidase. Involvernent of 

thiolgroups in the conversion ofthe enzyrne activity frorn deshydrogenase (Typc D) into 

oxidase (Type O) and purification ofthe enzyrne. Biochern J. 1972; 126: 739-745. 

Diaz-Ruiz A, Rios C. Duartc 1, Correa D, Guizar-Sahagún G, Grijalva I, Ibarra A. 

Cyclosporin-A inhibits lipid peroxidation after. spinal cord injury in rats. Neurosci Lett. 

1 999; 266: 61-64. 

Diaz-Ruiz A, Ríos C. Duarte I,Correa D, Guizar~Sahagún ,G, Grijalva 1, Madrazo l. !barra 

A. Lipid peroxidation inhibition in spinal. ~~rd injury: cyclosporin-A vs 

rnethylprednisolone. Neuroreport. 2000; 1 1: 1765~1,767:" ·· 

Diaz-Ruiz A. lbarra A, Perez-Severiano F, Guizar-Sahagun G, Grijalva l. Rios C. 

Constitutive and inducible ni trie oxide synthase activities after spinal cord contusion in rats. 

Neurosci Lett. 2002; 3 19: 129-132. 

117 



REFERENCIAS 

Duckcr TB y Zeidman SM. Spinal cord injury. Role of steroid therapy Spine 1994; 19: 

2281-2287. 

Dugan IL y Choi DW. Exitotoxicity. free rádicals and ccll membrane changcs. Ann Neurol. 

1994; 35: 517-5.21. 

Dumouli A, Privat A. Gimenez y Ribotta M. Transplantation of embryonic Rafe cells 

regulates the modifications ofthe gabaergi~ phenotype occurring in thé: injured spinal cord. 

Neurosci. 2000; 5: 173-182. 

Dykcns JA. lsolated cerebral and cerebellar mitocondria produce free radicals when 

cxposcd to elevatcd Ca2 + and Na+: Implication for neurodegeneration. J Neurochen~. 1994; 

63: 584-591. 

Ebadi M, !versen PL. Hao R. Cerutis D.R. Rojas P, Happe HK. Murrin LC, Pfeiffer RF. 

Exprcssion and rcgulation ofbrain metallothionein; Neurochem Int .. 1995; 27; l"-22. 

' ·-· ~· _' ·. . ':.- . . .·. - . 

Elkabes S, DiCicco Bloom Brain mic~oglia}~;~;~~~~~ies express 

neurotrophins that selectively regulate ~iC:roglÍ~I pr~Üre~iiti~6n and :ri:iri¿i:i6n': .. T N~urosci. 
1996; 16: 2508-2521. :,~ : 

___ ,;. _,,. 

~'L ... ;;_:--~·~-_:. 

Engcnson TD. McKclvey TG. Rh)'ne DB, · Boggio EB; Snyder SJ ;Jó'nes HP ;iconversion of 

xanthinc deshidrogenase to oxidase in ischemic rat. tissues.· J Clln Inve~t. 1987; 79: 1564-. 

1570. 

Espcrsen GT. Emst E. Vestergaard M. Pederscn JO •. Grunnet ·: N. Changcs in, PMN 

lcukocytes migration activity and complement C3d lcvcl in ·RA' patients with high diseasc 

activity during steroid treatment. Scand J Rheumatol. 1989; 1 8:51-56 

118 



REFERENCIAS 

Facchinctti F, Virgili M. Contestabilc A, Bamabci O. Antagonists o_f the NMDA receptor 

and allopurinol protect the olfatory cortex but not striatum after intracerebral -injection of 

kainic acid. Brain R-es. 1992; 585: 330-334. 

Facchinetti F, Dawson VL, Dawson TM. Free radicals as rnediators of neuronal injury. 

Cell Mol Neurobiol. 1998; 18: 667-682. 

Faden Al y Simon 'R.P. A -potential- role for cxcitotoxins in thc pathophysiology of spinal 

cord injury. Ann Neurol. 1988; 23: 623-626. 

Farooque M, lsaksson J, Jackson DM, Olsson Y. Clomethiazile (ZENDRA,CMZ) improvcs 

hind lirnbmotor function and rcduced neuronal damage after severa) spinal cord injury in 

rat. Acta Neuropathol (Berl). 1999; 98: 22-30. 

Fawcett JW y Asher RA. Thc glial scar and central nervous system repair; Brain Res Boll. 

1999; 49: 377-391. 

Fchlings MG y ·Tator CH. Thc effect of nimodipine and ·dextran on axonal- function and 

blood flow followi~g ex;crimental spinal -cord injury. J Neurosurg; 1989; 71 :403~416. 

Fitch MT, Doller·C, Cornbs CK; Landreth c:rn, Silver LC~lllllar,'and ~olecular 
mechanisrns of glial scarri~g and progressive cavil:ati'oñ: in vivo and irÍ vitro 

analysis of inflammation-induced 

Ncurosci. 1999; 19: 8182-98. 

after -_ CNS trauma. J 

Flowcrs RJ. Glucocorticoids and inhibitioti of phospholipase A2_. En: Anti-infl_ammatory 

Stcroid Action: basic and clirÍical aspccts. Schlcimcr RP, Claman HN, Oronsky AL (eds). 

Acadcmic Press: Ncw York USA. 1989. 

119 



REFERENCIAS 

Franklin RJ. Crang AJ. Blakemore WF. Transplanted type~l astrocytes facilitatc,repair or 

demyelinating lesions by host oligodendrocytcs in adult rat spinal cord. J Neurocytol. 1991; 

20:420-430. 

Frapier JM. Choby C. Mangoni ME. Nargeot J, :Albat B, ,Richard S. Cyclosporin A 
.. ·-·. "''-'·· - ... '- . . -

increases basal intracellular calcium ancl calcium responses to endothelin and. vasopressin 

in human coronary myocytes. FEBS letters~ 2001; 493: 57~62. 

_.- ,'· 

Foy MR. 1 7cx:..estradiol .. effect onCAl hippocarnpal • synaptic plasticity. Neurobiol Learn 

Mcm. 2001; 76: 23~:.2;2 .. ·. 
:·.-. , :: .... :.,-.· ' . 

Garcia-Nogales P, ÁlrrieidaA; ;~mandez ~.Medina JM~ Bolaños JP .. Induction orglucose-

6-phosphate dehydrogenase by.Ílpop6lysaccharide contributes to preventirig nitric oxide­

mediated glutathione dcpletion in cultured rat astrocytes. J Neurochem. 1999;72: 1 750-8. 

García-Nogales P, Almeida A, Bolaños JP. Peroxinitrite protects neurons ·against nitric 

oxide-mcdiated apoptosis. A key role for glucose-6-phosph~t~ deshydr6g6~a~eactivity in 

neuroprotection. J Biol Chem. 2003; 278:864-874. 

Gcisler FH, Dorsey FC, Coleman WP. Recovery ormotor fünction after spinal cord injury­

a randomized placebo-controlled tria! with GM-1 ganglioside. N Engl J Med. 1991; 324: 

1829-1838. 

Geislcr FH, Coleman .WP, Grieco G, Poonian D. the Sygen study Group. The sygen 

multicenter acute spim11.cord injury study. Spine. 2001; 26:887-98 

Gimencz y Ribotta M. Orsal D, Fcraboli-Lohnherr D, Privat A. Rccovery or locomotion 

following transplaritation or monoan1incrgic neurons in thc spinal cord or·paraplcgic rats. 

Ann NY Acad Sci. 1998; 860: 393-41 1. 

120 



REFERENCIAS 

Ginsbcrg MD. Role of free radical reactions in ischemic brain injury'. Drug __ Ncws Perspect. 

2001; 14: 81-88. 

Gold BG, Katoh K, Storrn-Dickerson T. The irnrnunosuppressant FK506 increases the rate 

of axonal regeneration in rat sciatic nerve. J Neurosc 1995; 15: 7509-7516. 

Gold BG. lrnrnunophilin ligands in nerve regeneration. Science & Medicine. 2002; 32-41. 

Goldncr FM, Patrick JW. Neuronal localization oíthé cyclophilih A protein in the adult rat 

brain. J Cornp Ncurol. 1996; 372: 283-93 

GrandPrc T, Nakamura F. Vartanian T Strittmatter SM . .Jdentlfil:::U:ú6n oíthc Nogo inhibitor 

of axon regeneration as a reticulon ¡:>rotei~. ~~t~~e;' i<:)<:)<:); 407: 9G3~970. 

Grcc CJ. Experimental transplantation aiid ~y~IósÍ">~rin~~ Trasplant:Ution. 1988; 46: S3-S 1 O. 

,' :.:'.;:: ·: 

Grccnwood M.'.f. ___ Gl!o Y; i<u~aiir; ·-~i~tií~~~i~~ Ínhibitor _ of neuronal nitric 

oxide synthase ini:ai bra:ii;i: J Bioj f;i-ieiTI: 1997;'2::fa: Gl 7-621. 

Haghighi SS, Johnson GC, de Ver~~I CF.~-~e;~el .Rivas.BJ. Prctreatment with NMDA 

receptor antagonist MK801 impio~e~ nl-:uro~hysioloiical outcome aíter an acute spinal 

cord injury. Neurol Res~ 1996; 18: 509-515. 

Hall ED. Effcct of the 21-aminosteroid U74006F on posttraumatic spinal cord ischernia in 

cats. J Ncurosurg 1988; 68: 462-465. 

l lall ED, Yonkcrs PA. Andrus PK, Cox WJ. Anderson DK. - Biochemistry and 

pharmacology of lipid antioxidants in acute brain spinal cord injury. J Neurotrauma 1992; 

9: S425-S442. 

121 



REFERENCIAS 

Hallenbeck JM. Jacobs TP. Fedcn Al. Combined PGI2. indomethacin. and heparin_improve 

ncurological recovery aftcr_spinal trauma in _cats. J Ncurosurg. 1983; 58:749_-754._ 

Hamada Y. Ikata T. KatohS. Nakauchi·K.Niwa·M. Kawai Y. Fuktiza~aK. __ Involvernent of 

an intercellular adhesion rnoleculcs:>1-dependcnt pathway in the pai110g~rie~is of se~ondary 
changcs after spinal cord injury in rats. J_-Neurochenl. 

Harnalüinen M, Lahti A. Moilanen E; Colcineurin inhibitors. c·yclosporil1:Á-.and tacrolimus 

inhibit expression orinduciblc nitric ~xide synthase in co1611~~F~~lia:1~A<l ~ªc;raphtige cen 

lincs. Eur J Pharmacol. 2002; 448: 239-244., 

Harada s. Irnaki T. Chikada N. Naruse M; Dernura Hiro~hil,:Di~1.-il1~n:1istrib;:.tion 'anct time­

curse charges in neuroria1-·ni1ric~~ide sYri~h~~i-'1:ri<l'if.d~dibl';;'.Nbs iri·ái.:t~~itven1ricu1ar 
nuclcus following lipopOly_saccri:ri'dc írij··e~:tió~>Bi~i~-~--R:ci~-~( :i999;·_82 t :·.'322-332. 

' • - •• - • •• - :::· : •• - • - ., • ', •• -·_. - • ,; :--~ _·:;- > ·-~- .·: ' ·--. ~--; • -.· .-,, - :. -- ., - ~-. ----,:·,:,::: .. ,, 

Hargrcavcs KM. Costella A., Gl;_¡cocorti~oicls stippress levels of irnrnunor¡;!lctive bradykinin 

in inflamed tissue as ev~Íuat~d by micro .di!llysis -!'robe~. Clin. PharrnacoI' Ther. 1990; 

48:168-178. 

Haubcn E y Schwartz'.~_;her=~euti~c~cCin,aii~n for spinal 

to cure itselt: Trends ~h·~~a~ol Sci.'20Ó3; 24: 7-' 12. 

cord injury: helping the body 

Hccse K. FiebichJL, B~uerJ, ~'tt~n U.NF-kappaB modulates lipopolysaccharidc-induced 

rnicroglial nerve growth factor expre~sion. Glia, 1998; 22: 401-407. 

Hemmcns B y Maycr B._ Enzymology of nitric oxide synthascs. Mcthods Mol Biol. 1998; 

100: 1-32. 

Hcncka MT y Fcinstcin DL. Exprcssion and function of induciblc nitric oxide synthasc in 

ncurons. J Ncuroinmmunol. 2001; 1 14: 8-18. 

122 



REFERENCIAS 

Hodgkinson SJ. Pollard JD. McLcod JG. Cyclosporin A in the treatment of chronic 

dcmyelinating polyradiculoncuropathy. J Ncurol Ncurosurg Psychiatry. 1990; 53:327-30 

Horakova L y Stolc S. Antioxidant and pharmacodynamic effects of pyridoindole 

stobadine. Gen phamiacol. 1998; 30: 627-38. 

Hu WH. Li F. Qiang '\VA. Liu N, Wang GQ, Xiao J, Liu JS, Liao WH; Jen MF. Dual role 

for nitric oxide in dynorphin spinal neurotoxicity. J Neurotrauma 1999; 16: 85-98. 

Hu WH, Li F, Qiang W A, Li F, Liu N, Wang GQ, Wang H., Wan XS, Liao WH, Liu JS, 

Jen M. Constitutive and inducible nitric oxide synthase after dynorphin-induced spinal cord 

injury. J Chem Neuroanat. 2000 ; 1 7 : 183-1 97. 

!barra A, Martinez S, Reyes J, Correa D, Guizar-Sahagun G, Kretsmen R. Grijalva 1, 

Madraza l. Clinical improvement of spinal cord injured rats subjeted to cyclosporin-A 

treatment. Soc Neurosci Abstr. 1995; 21: 314. 

Ibarra A, Reyes J, Martinez S, Correa D. Guizar-Sahagún G, Grijalva I, Castañeda­

Hcmandez G, Flores-Murrieta I. Franco-Bourland R. Madraza l. Use of Cyclosporin-A in 

experimental spinal cord injury: Design of dosing strategy to mantain therapeutic levels. J 

Neurotrauma. 1996; 13: 567-570. 

Imanaka T. Hukuda S. Maeda T. The role ofGM-1 ganglioside in the injured spinal cord of 

rats: an immunohistochcmical study using GM-1 antiscra. J Neurotrauma. 1996; 13: 163-

170. 

lncstrosa NC. Marzolo MP. Bonncfont B. Cellular and molecular basis of estrogen's 

ncuroprotection: Potential relevancc for Alzhcimcr's discase. Mol Neurobiol. 1998; 1 7: 73-

86. 

123 



REFERENCIAS 

Jain J, McCaffrey PG, Miner Z, Kerppola TK, Larnbert J N, Verdine GI, Curran T, Rao A. 

The T-cell transcription factor NFATp is a substrate fo~ <'.:a!ciC::i~e.:irin ~~ci i~te~act~ with Fos 

and Jun. Nature. 1993; 365: 352-355. 

Jeffery ND, Crang AJ, O'Leary MT, Hodge SJ, Blakerno~~-\VF. Behavioral consequences 

of oligodendrocyte progenitor cell transplantÜti6~ ·i~;b·~~pérlm~ntaldernyelinating Jesion in 

the rat spinal cord. Eur J Neurosci. 1999; :I 1: 
~-.... ,.:-~)· . ...-.::>: :~·:' 

Kahan BD. Cyclosporine. Ne~ EhgJ l\;1éd; 1989; 321 :_1725-1738. 

Kaptanoglu E, Cancr HH, Sut-ú'C:~ 1-I~. Á~bl~~ F.\;:ffect Ófme~iletine on lipid peroxidation 

and early ultrastructural findi~~~·i~e"'~erlrilen;Í:al spin~J cord injury'. J Neurosurg. 1999; 91: 

200-204. 

Kirn YM, Talanian RV, Billiar TR. Nitric oxide inhibition apoptosis • by preventing 

increases in caspase-3 like activity via two distinct rnechánisrns .. J BÍoi°Ch~~- 1997; 272: 

31138-31148. 

Kliot M, Srnith Givi, Siega! JD; Silver J. Astrocyte-polyrner irnplánts proinotes regenerátion 

ofdorsal root fibers into the.adult mammalián spinal cord. Exp Neurol. 1990; 109: 57-69. 

Koh JY, Peters S, Choi DW> Neurons · containing NADPH-diaphorase are selectively 

resistant to quinolinate toxicity. Science.1986; 234: 17~76. 

Kristal BS. Dubinsky JM. Mitocondrial pem16ability tránsiti6n in the central nervous 
- v-.• ' ···-

system: lnduction by calcium cycling-depelldentand inclependent path~ays. J Neurochern . 

1 997; 69: 524-538. 

Kroncke KD, Fehsel 

. - ._,_ -.·. .. '"_'- ,._-_._,_<:':~·· 

K. -l<~Jb-;~~~1:;e~••< V. ~i~;i~ oxide: Cytotoxicity 

cytoprotection-how, why, when, and ·where?. Biol Chem. 1997; 1: 107-120. 

124 

versus 



REFERENCIAS 

Labombarda F, Gonzalcz S. Roig P, Lima A, Guennoun R, Schumacher M, De Nicola AF. 

Modulation of NADPH-diaphorase and glial fibrillary acidic protein by progesterone in 

astrocytes from non1rnl and injured rats spinal eord. J Steroid Biochcm Mol Biol. 2000; 73: 

159-169. 

Lang-Lazdunski L, Heurteauz C. Vaillant N, Widmann C, Lazdunski M. Riluzole prevents 

ischemic spinal cord injury eaused by aortic erossclamping. J Thorae Cardiovasc Surg. 

1999; 1 1 7: 881-889. 

Lautermilch NJ y Spitzcr NC. Regulation c:if calcirieunn by',growth cone calcium waves 

controls neurite extension. J Neurosci. 2000; 20:, 315~325; 

Lee TT, Greeri BA, :C>ietrich;wo,',y~zi~r~~¡ ~INeuro~r6teeÍive effects of basic fibroblast 

growth faetor,followihg'.spl~~,1'¿;;rd ~6I1t~si()~'iI1juryi~ th~ rai. J'N~urotrauma .1999; 16: 

347-56. 

Lci SZ, Pan ZH. Agga;::.J~lSSK; Chen HS'\,T; Hartrnan J, Sucher NJ;, Li~ton SA. Effeet of 

notric oxide production on' the redox rnodulatory ;,id~;0of the NMDA·~eeeptor-chanel 
cornplex. Neuron. 1992; 8: 1087-1099. 

Lemke M, Dernediuk P, Mclntosh TK, Vink R. Faden Al. Alterations in tissue Mg++. Na+ 

and spinal cord edema following impact trauma in rats Bióch Cioph Res Com. 1987; 147: 

1170-1175. 

Lcon A, Buriani A, Dal Toso R. Fabris M, Romanello s. Aloe L. Levi Montalcini R. Mast 

ccl 1 synthesize, storc, and releasc nerve growth factor. Proc Natl Acad Sci USA; .1994; 91: 

3739-3743. 

Ley General de Salud. Título 7º: De la investigación que incluya la utilización de animales 

de experimentación. Ed Porrua. 6 1ª de México D.F. 1990. 

125 



REFERENCIAS 

Li H. Wallareth T. Forsterrnann U. Physiological _mechanisms regulating _the expression of 

endothelial-type NO synthase; Nitric Oxide. 2002; 7: 132-147. 

a-Liu C. Jin A. Zhou C. Chen B. Nitric. oxide synthase gene expression in injured spinal 

cord tissue. Chin Med J (Engl) . .2002; 115:740~742. 

b-Liu C. Jin A. Zhou C, Min S. _Gene e_xpression of two kinds of constitutive nitric oxide 

synthase in injured spinal cord-ti~su';,,: Chin J Traumatol. 2002; 5: 3-6 

Liu D, Thangnipon W,YMc -Ado'o- DJ .. Excitatory amino acid-rise to toxic leveles upon 

impact injury to rat spinalc;()rd. Brai~ Res. 1991; 547: 344-348. 
- . ~~~ . ' 

Liu D, Xu G, Pan E,Mac;A~boDJ~Neuro:~xicity ofglutamate at the concentration released 

upon spinal cord injury. NeuroscL'1999; 9,3:,-1383~1389. 

Liu D, Ling X, Wen J;-Liu-.J; The role ~fre~ctive nitr~gen species in secondary spinal cord 

injury: fonnation.of nitric oxide; perbxyr1ilri~te, ami nitrate nitrated protein. J Neurochem. 

2000; 75: 2144-2154. 

. ·-·'·· 
Liu S, Ruenes GL, Yezierski: RP;: NMDA _and non-NMDA receptor antagonists protect 

against excitotoxic injury in the ratspinal ~o~d. Brain Res. 1997; 756: 160-167. 
': .,, ":: ~,~·- ,_. :' ,, - . :_: .·. -' 

- . : . ·" . -~., -.. -, _:~ 

Liu RH, y HoÚ:hkid~ '.}fl: ·P~t~~:ial genotoxicity of chronically elevated nitric oxide a 

revicw. Mutrit Res. 1995; 339: 73-89. 

Loihl AK y Mur-PhyS. Expiessiori of NOS-2 in glial associated with CNS pathology. Prog 

Brain Res; 1998; '¡ 18: 253-267. 

Lonzc BE y Ginty DO. Function and regulation ofCREB family transcription factors in thc 

nervous systcm. Ncuron. 2002; 35: 605-623 

126 



REFERENCIAS 

Madrigal JL. Olivenza R. Moro MA. Lizasoain l. Lorenzo P. Rodrigo J. Lcza JC. 

Glutathionc depletion. lipid peroxidation and mitochondrial dysfunction are induced by 

chronic stress in rat brain. Ncuropsychopharmacology, 2001; 24:_42Q~429. 

McDonal JW. Liu XZ. Qu v. Liu s. Mickcy SK. T'ur~Í.~ky D. ÓottÜcb DJ. Choi DW . 
. ' . ·.· ·_..,,, .. 

Transplanted embrionic stem cell survive differentiate an'd prornoté recC>very in injured rat 

spinal cord. Nat Mcd. 1999; 5: 1410-1412; 
- '·_ ,, ·:·_: - ·. 

McDonald JW. Repairing thc damage spinal c'orcl: S~i A~. 1999; 2Sl: 64:73. 

McNeill AM. Zhang c. Stanczyk' Fz; -Duckles SP.' ¡¿:a:use,'DN; -Estro~en increases 

endothclial nitric oxide synthase vÍa ~~i~oge~ r~C:eptorsin ratcerebr~l bÍ6oc1 ',,essels: effect 

preservcd after concurrent treatment ·~iih med~oxyp~6g~~ter'C>l"l~ a(;etate 6r progesterona. 

Strokc. 2002; 33: 1685-1691. 

McTigue DM. Homer __ PJ. St~k~~ BT,_-Gag~-:FH.·;~lurC>tr~phin-~:.~~d·b;ain~derived 
ncurotrophic factor induce• oligodcndrócyte ~rolifer~ti6i-; ;;:;1"1ci-.rr;;C::1iriá~Ío~ 6i regenerating 

·- - - - -.. _ _:::- •:__ -: - - -.,.;.-- -~ : ,_.._ -· - . -- -- -- -

axons in thc contused adult rat spinal cord. J NeurÓsCi: 1998; j 8:5354~5~65 . 

.. -,-. _,-

Menci P. Montero-Menei C. Whittemore SR. Bunge,-RP; •,Bung~ MB.•_ Schwann cell 

gcnetically modificd to secrete human BDNF promot~ c~l1anced axonal regrowth across 

transcctcd adult rat spinal cord. Eur J Neurosci. 1998; 1 O: 60_7-621. 

Mcrrill JE, Murphy SP. Mitrovic B, Mackenzie-Graham A. Dopp J C, Ding M. Griscavage 

J. Ignarro LJ. Lowcnstein CJ. lnducible nitric oxide synthase and nitric oxide production by 

oligodcndrocytcs. J Neurocsi Res. 1997; 48: 372-384. 

127 



REFERENCIAS 

Mcyer s. Kohlcr G. Joly A. Cyclosporinc A is an uncompetitivc inhibitor of proteasome 

activity and prcvcnts NF~kappaB acti~~tion. FEBS LeÚ:. í 997".A.ug 18;~ 13(2):354-8. 

Minc-Golomb D. Tsarfaty I~' Scheartz JP. E~pre~~ion ofin_d~¡;ible nitric oxide synthase by 

ncurons followingexposurc ~o en'ctot6xiri and c,Yt6kine. tir J.Pharmacol. 1994; 112: 720-

722. 

Moalcm G. Gdalyahu A. ·Shani. Y. Otten U. Lazarovici P. Cohcn· IR, Schwartz M. 

Production of neurotrophins by activatrd T ccJls: Implications for neuroprotective 

autoirnmunity. J Autoimmun. 2000; 15: 331-345. 

Mohanakumar KP y Muralikrishnan D. Neurochemical , mechanisms underlying 
~ . . . -

ncuroprotective action of bromocriptinc. salicylate. d-arid 1:.:deprcnyl in neurodegeneration 

caused by MPTP. In Neurotoxic Factors in Parkinscm'sDif~~~~and Related Disorders 

M.A. Collins& A. Storch Eds: 2000; 289-293. Kluwer A~iic;ierniclPienti~~ NewYork. 

Mohanakumar KP. Kochupurackal P. .Thomas B. · -Sharrna_.· SM; Muralikrishnan D. 

Chowdhury R. Chiueh CC. Nitric Oxide: An Antioxidant-and neuroprotector. Ann N Y 

Acad Sciences. 2002; 962: 389-401: 

Moneada S. Palmer RMJ. Higgs EA. Nitric oxide:. - PhysiolOgy. pathophysiology and 

pharmacology. Pharrnacol Rev. 1991;'43:_.109~142-. 

Morioka M. Hamada JI. Ushio-Y.:Miyamofo._E;_Potential,:role of calcineurin for brain 
.. . ... , . 

ischemia and traumatic injury;_Prog Neurobiol. 1998; 58::1-30. 

Mukai K. Daifuku K. Yokoyama S. Stopped-flow invcstigation of antioxidant activity of 

cstrogcn in solution. Biochem-Biophys. Acta. 1990; 1035: 348-352. 

128 



REFERENCIAS 

Murphy S. Production of nitric oxide by glial cclls: Regulation and potential roles in thc 

CNS. Glia. 2000; 29: 1-14. 

Nakahara S. Yone K, Setoguchi T. Yamaura I. Arishima Y, Yoshino S, Komiya S. Charges 

in nitric oxide and cxpression of nitric oxide synthase in spinal cord after acule traumatic 

injury in rats. JN'eurotrauma. 2002; 19: 1467-1474. 

Nakajima' · K. Tohyama Y, Kohsaka s,· Kurl.hara'T. 'Ability of rat microgÜa to uptake 

extracellular glutamate. Neurosci Lett. 2001 ;•307; 171-174. 

Navarro-Antolin J, Rey~Canipos J, Lamas S. Transcripcional induction ofendothelial nitric 

oxide gene by cyclosporineA.J Biol Chem. 2000; 275: 3075-380. 

Nemoto T. Sekikawa T; Suzuki T. Moriya H, Nakaya H. Inhibition of"nitric oxide synthesis 

acccleratcs the rccovery of polysynaptic reflex potentials after transierit spirial cord 

ischemia in cats. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 1997; 355: 447-Sl. 

Novikov L, Novikova L. Kellerth JO. Brain-derived n~urotrophic .fa~tor prometes axon;.l 

rcgcneration and Iong.:.tem1 survival of adult rat spinal mofoneurons in· vivo. Neurosci. 

1997; 79: 765-74. 

- - . ,-~ ¿ ~ _· ~ - . . ": ' -

Olsson Y. SharmaHS; Nyberg·F. Theopioid receptor antagonist naloxone influences the 

pathophysiology of spin~l co~d inj~ry. Prog BrainRes. 1995; 104:381-399. 

O'Regan MH. Smitli~Barbour M. Perklns . LM. Cao. X. Phillis JW. The effect of 

amiflutizole. a xantlÍl~e o~idase ifihibito/ cn1 ischemia-evokcd purine rclease and free 

radical formation in the rat cerebral co.rtcx. Neuropharmacology. 1994; 33: 1197-120. 

Oudega M y 1-lagg T. Nerve growth factor prometes rcgcneration of sensory axons into thc 

adult rat spinal cord. Exp Neurol. 1996; 140: 218-229. 

129 



REFERENCIAS 

Padh H. Vitamin C. newcr insights into its biochcmical functions. Nutr Rev. 1991; 49: 65-

70. 

Packcr MA y Murphy MP. Peroxynitritc formed by simultaneot.is nitric oxide and 

superoxide generation causes cyclosporin-A-sensitive mitochondrial calcium efflux and 

depolarization Eur J Biochem. 1995; 234: 231;:.239. 

Pardini CM. Epidemiología de la lesión medular traumática en el Distrito Federal. Tesis de 

Doctorado de la Secretaria de Salubridad y Asistencia l 99K 

Pasterkamp RJ. Holtmaat A, De Wit J. De Winter F, Verhaagen J.oExpression ofthe gene 

encoding thc chcmorepcllcnt semaphorina III is induced in. the fibroblast component of 

ncural scar tissue formed following injurcs of adult but not neonatal CNS. Mol Cell 

Neurosci. 1999; 13: 143-163. 

Pointillart v. Petitjean ME. Wiart L, Vital JM. Lassié P. Thicoipé M. Dabadie P. 

Pharmacological therapy of spinal cord injury during the acute phase. Spinal Cord. 2000; 

38:71-76. 

Portera-Cailliau C, Price DL, Martin LJ. Non-NMDA. and .. NMDA receptor-mediated 

cxcitotoxic neuronal deaths in adult brainarc morphológlcall;ydisti11ct.fürtl;erevidence for 
. . . 

an apoptosis-necrosis continuum. J Cornp Neurol. 1997; 378:··88-104;· 

Rabchcvsky AG y Smith GM. Therapeutic interventions following mammalian spinal cord 

injury. Arch Neurol. 2001; 28:721-726. 

Ramcr MS. Priestley JV. McMahon SB. Functional regeneration of sensory axons into the 

adult spinal cord. Naturc. 2000; 403: 312-316. 

130 



REFERENCIAS 

Ramon-Cucto A, Plant GW, Avila J. Bungc MB.Long-distance axonal regeneration in the 

transcctcd adult rat spinal cord is promotcd by olfactory ensheating glia transplant. J 

Ncurosci. 1 998; 1 8: 3803-3815. 

Ramon-Cucto A. Cordero MI. Santos-Benito FF. Avila J. Functional recovery ofparaplegic 

ratsand motor axon rcgeneration in thei.r spinal cords by olfactory ensheating glia. Neuron. 

2000; 25: 425-435. 

Reicr PJ. Stokes BT,• Thomson FJ. Anderson DK; Feial' cellgrafts:. into resection and 

contusion/compression injuries of the rat and cal spinal .cord. Exp NeuroL 1992; 115:. 177-

188. 

Rcynolds IJ y Hastings H. Glutamate induces the production of reactive oxygen spccies in 

cultured forebrain neurons following NMDA receptor activation. J .Neurosci. 1995; 15: 

3318-3327. 

Rhoney DH. Luer MS. Hughes M. Hatton J .. New pham1acologic approaches to acule spinal 

cord injury. Pharmacothcrapy 1996; 16: 382-392. 

Robchcvsky AG y Strcit WJ. Role ofmicroglia in postinjury repair and regeneration ofthe 

CNS. Mcnt Rctard Dcv Disabilitics Res Rev. 1998; 4: 187-192. 

Rossignol S, Chau C, Brustcin E, Belangcr M Barbeau H. Drcw T; Locomotor capacities 

aftcr complete and partial lesion of the spinal cord. Acta Neurobiol Exp (Warsz). 1996; 56: 

449-463. 

Ruiz F, Alvarcz G, Ramos M, Hcmandez M, Bogonez E, Satrustcgui J. Cyclosporin A 

targcts involvcd in protcction against glutamatc cxcitotoxicity. Eur J Pharmacol. 2000; 

404:29-39. 

131 



REFERENCIAS 

Ryffel B. Phannacology of cyclosporine VI. Cell activation regulation of intracellular 

evcnts by cyclosporine. Pharmacol Rcv. 1989; 41: 404-416. 

SantambrogioL. Benedetti M. Chao MV. Muzaffar R. Kulig K; Gabellini N. Hochwald G. 

Nerve growth factorpro~uction by lymphocytes. J·lmmt.inol. 19?4; 153:44s8-'4495:' 

Sasaki M. Gonzalez-Zulueta M. Huang H. Herring WJ; A.ful s;·Gi~ty;DD; Dai.vson VL. 

Dawson TM. Dynamic regulation of neuronal NOsynÍha~.; tran~brÍ;ticill by c~lciurn influx 

through a CREB family transcription factor-dependenlrneb1m;,i~rr1~ PNAS" 2000;.97: 861 7-

8622. 

Schleimer RP. Freeland HS. Peters SP, Brown KE. Dcrse CP. An assessrnent of the effects 

of glucocorticoids on degranulation, quernotax'is. binding to va5cular' endotheliurn and 

fommtion leukotriene 8 4 by purified human neutrophils. J Phannacol Exp Ther; 1989; 250: 

598-605. 

Schwab ME y Bartholdi D. Degeneration and regeneration of axons in the lesioned spinal 

cord. Physiol Rev. 1996; 76:319-370. 

Schwaninger M. Blume R. Krüger. Lux G. Oetjen E. Knepel W.Involvernent oftheCa2
+­

dependent phosphatase calcineurin in gene transcription that is stirnulated by cAMP 

through cAMP response elemcnts. J Biol Chern. 1995; 270: 8860-8866. 

Sega! JL. Pathak MS. Hernandcz LP. Hirnber PL. Brunnemann SR. Charter RS.:Safety and 

cfficacy of 4-aminopyridinc in humans with spinal cord injury: a long-term. controlled tria!. 

Pham1acotherapy. 1999; 1 9: 713-723. 

Shen YH. Wang XL. Wilckcn DE. Ni trie oxide induces and inhibits apoptosis through 

di ffcrcnt pathways. FEBS Lcll. 1 998; 433: 125-31 

132 



REFERENCIAS 

Siegcl GJ. Agranoff BW. Albcrs RW. Fisher SK, Uhlcr MD. Basic ncurochcmistry 

molecular. ccllular and medica! aspects. 6u cdition, Lippincott Raven; Ncw York 1998. 

Solomon A. Aloe L. Pe'cr J. Frucht PcryJ, Bonini S, Levi Schaffer F. Nervc gro,vth factor 

is prcformed in and activies h·uman peripheral blood eosinophils. J Allergy Clin Immunol. 

1998; 102: 454-460. 

Sorenscn A M. Rcproduccion animal principios y prácticas.'Mc .. Graw HilLMéxico 1982. 

Su Q, Eugster HP, Ryffel B. Dumont F. Cyclosporin 'A'enh~ces the calcium.::dependcnt 

induction of AP-1 complcx and c-fos mRNAÍn, a T~~ll l)'llphc:iri'la~ ~¡~~hern Biophys Res 

Comm. 1996, 229: 249-256. 

Sullivan PG, Thompson MB, Schcff sw .. Cyclosporln f A· attci:fn.ia~~·~cute mitocl1oridrial 

dysfunction following traumatic brain injury. ExpN~;Jc~6f t 999}i6(i 226~234~ 

Sun se, Maggirwar SB, Harhaj E. Activation ÓfNFkBby phosph~t~e i;;hibito~sinvolves 
thc phosphorylation of IkB O at phosphata~e 2A._:se.iisltive sitci~(J.~Blol 'C::ttem.''1995; 270: 

18347-18351. 

Suzcr T, Coskun E. lslekel H, Tahta K. Neuroprotective effect o·f· magnesium on lipid 

peroxidation and axonal function afler experimental s.pinal co~d injury. Spinal. Cord. 1999; 

37: 480-484. 

Tallant EA. Brumley LM. Wallacc RW. Activation of calcineurin-dependcnt phosphatase 

by a Ca2
+ dcpcndcnt protcase. Biochcm. 1988; 27: 2205-2211. 

133 



REFERENCIAS 

Tang MX. Jacobs D. Stcrn Y. Mardcr K. Schoficld P. Gurland B. Andrcws H. Mayeux R. 

Effcct of cstrogen during menopausc on risk and agc at onsct of Alzheimcr's discasc. 

Lance!. 1996; 384: 429-432. 

a Taoka Y. Okajima K. Uchiba M. Murakami K. Harada N. Johno M. Naruo M. Okabe H. 

Takatsuki. Gabexatc mcsylatc. a synthetic protcase inhibitor. prevcnts compression-induccd 

spinal cord injury by inhibiting activation of leukocytes in rats. Crit Care Med. 1997; 25: 

874-879. 

b Taoka Y. Okajima K. Uchiba M. Murakami K. Kushimoto S. Johno M. Naruo M. Okabe 

H. Takatsuki K. Reduction ofspinal cord injury by administration ofiloprost a stable 

prostacyclin analog. J Ncurosurg. 1997; 86:1007-1011. 

Taoka Y y Okajima K. Spinal cord injury in the rat. Prog Neurobiol. 1998; 56: 341-358. 

Tecbor GW. Boorstein RJ. Cadet J. Thc rcparability of oxidativc free. radical mediatcd 

damage to DNA. Int J Radiat Biol. 1988; 54: 131-150. 

Tcng YD. Mocchctti I. Wrathall JR. Basic. and acidic fibroblast growth factors protect 

spinal motor ncurons in vivo after experim~ntal spinal cord. i.njury. EurJ Neurosci: 1998; 

1 O: 798-802. 
. . . 

Tcng YO. Mocchctti l. TavC!ira-Da~ilva AM. Gillis RA; ~rathallJR. Basic fibroblast 

growth factor increases lcmg-tem1 ~un/i'-'.al ofspin~l nwto~ n~.uron~. a~d · improvcs 

respiratory function after experi.ine~i~I spii1al ~ord i;;j~r;:_;J.;Ne~'ros6i.!i99~; <19: 7037:-47. 

Terada LS. Guidot DM. Leff JA. Willingham IR. Hanley ME. Pic~~~~~tei D. Repine JE. 

Hypoxia injurcs cndothelial cclls by increasing cndogcnous xanthinc oxidase activity. Proc 

Natl Acad Sci USA. 1991; 89: 3362-3366. 

134 



REFERENCIAS 

Tcrada LS. Willingham IR. Rosandich ME. Lcff JA. Kindt GW. Repine JE. Gencration of 

supcroxidc anion by brain cndeithclial xantinc oxidase. J Cell Physiol. 1992; 27: 620-625. 

Tcssier-Lavigne M. Goodman CS. Perspectives: neurobiology. Regcneration in the nogo 

zone. Scicnce. 2000; 287: 813-814. 

Torcía M, Bracci-Laudiero L. Lucibello M. Ncncioni L, Labardi D, Rubartelli A. Cozzolino 

F, Aloe L, Garaci E. Nerve growth factor is an autocrine survival factor for memory B 

lymphocytes. CeIL 1996; 85: 345-356. 

Trajkovic V, Badovinac V, Jancovic V, Stojkovic M.M. Cyclosporin-A inhibit activation of 

inducible nitric oxide synthase in.C6 glioma ccll line. Brain Res;, 1998; 816: 92-98. 

Trushin SA, Pennington KN, .Algeciras~SchimnichA, Paya CV. Protein kinase C and 

calcincurin synergize to actívate IKB kinase and NFicB in T lymphocytes. J Biol Chem. 

1999; 274: 22923-22931. 

Tsugunobu A. Boon CP, Chiueh CC. Preconditioning-mediated neuroprotectlon: Role of 

nitric oxide. cGMP and ne\v protein expression. Ann N Y Acad Sci. 2002; 962! 1-7. 

Tuszynski M.H. Neurotrotrophic factors. Acadcmic Press. NewYork. 1999; 109-i'59. 

Tuszynski MH. Gene therapy for nervous systcm disease. Ann NY Acad. 1997; 835: 1-1 1. 

Virág L, Szabó C. The thcrapeutic potential of poly(ADP-ribose) polynmrase inhibitors. 

Phamiacol Rcv. 2002; 54: 375-429. 

135 



REFERENCIAS 

vonEulcr M. Li-Li M. Whirtemorc S. Seiger A. Sundstron1 E. No protective cfTect on the 

NMDA antagonist memantinc in experin1ental spinal cord injuries; J Neurotrauma. 1997; 

14: 53-61. 

Vries J, BaarSma'GS, ZaalMiW, sC>eri-Ta~ TN;· R..;thClva' A, Bultenhuis HJ, Schweitzer 

CMC, -de K¡;i~e~ RJ~~0~ijls~fa"'K CyC!o~pori~ i~ the trt'l3.tmént or sevcre chronic idiopathic 

uveitis; B~ J O'pl~tal~;~Í .. 1990; 74; 344-349. . 
- •'··-·· -

- . ¡, .·:.:··· "«_-- <, : . • 

Wada S, Yonc ·K~~I~hidou-Y; Nagamine ·T,- Nakahara S, Niiyama T, et al. Apoptosis 

following spinal é:.ord inj.ury in rats and ¡:>rev:entive eff~ct ofN-methyl-D-aspartate receptor 

ant~gonist. J Neurosurg. 1999; ( 1 Suppl): 98-1 04. 

Williams KI, Higgs GA. Eicosanoids and inflammation. J Pathol. 1988; 156:101-110. 

Wink DA, Mitchell JB. Chcmical. bi()logy of.J'litric o~ide: insights into rcgulatory, citotoxic 

and citoprotective mechanisms of ni trie oxide:': Free' Radica Is. Biol. Medicine. 1998; 25: 

434-456. 

Winyard PG, Morris ChJ, Winroi.v VR, ZaidiM, Blake DR>Free-raéiicals pathways in the 

inflammatory response. NEW comprchensive Biochemistry:'N:Y.1994 vo!':28 p~36'i-379. 

Wu W Expression of nitric oxide synthasc (NOS) in in,j~r¡;d;CNS neurons ,as .shown by 

NADPH diaphorase histochcmistry. Exp Neurol. 1993;-i2o: 1S3:-:159'. 
' : : ~"::-: ·'·. ' 

Xiao J. Zhao D. Hou T, Wu K. Zcng H. Synergetic~-;ot6~tivc ~ffects ofcombined blockadc 
. - .. .. "·-

by two kinds of autolcsion mediator receptor,,on ri~'i.i~C>1C:::giC:~1 function aftcrcervical cord 

injury. Chin Mcd J (Engl). 1998; 1 1 1 :443-446; 

Xu J, Kim GM, Chen S. Yan P, Ahmed SH, Ku G. Bcckman JS. Xu XM, Hsu CY. NOS 

and nitrotyrosinc cxprcssion after spinal cord injury. J Ncurotrauma. 2001 ; 18 : 523-532. 

13(> 



REFERENCIAS 

Xu M. Ng Y K. Lcong SK; Neuroprotec,tive and neurodestructive function of nitric oxide 

a11er spinal cord hcmisection. Exp Neurol. 2000; 161: 472-480. 

Young w. Koreh l. Potassium and C:alcium chariges in injured spinal cords. Brain Res. 

1986; 365: 42-53. 

Zhang J. Dawson VL. Dawson TM, Snyder SH. Nitric oxide activation of poly(ADP­

ribosa) synthctase in neurotoxicity. Science. 1994; 263: 687-689. 

Zhang z. Krcbs CJ, Guth L. Experimental analysis ofprotective necrosis a11er spinal cord 

trauma in thc rat: ctiological role of the inflammatory response. Exp Neurol. 1997; 143: 

141-152. 

Zhang XY. Zhou CS. Jin AM, Tian J. Zhang H, Yao WT. Zheng G. Effect of 

an1inoguanidine on the rccovery of rat hindlin1b motor function a11er spinal cord injury. Di 

Yi Jun Yi Da Xuc Xuc Bao. 2003; 23: 687-689. 

Zeiling G. Dolev M. Weidardcn H. Blumen N. Shemesh Y. Ohry A. Long-term and 

mortality a11er spinal cord injury: 50 years of follow-up. Spinal Cord. 2000; 38: 563-566. 

Zeman RJ. Feng Y. Peng H, Etlingcr JD. Clenbutcrol. a 132 adrenoreceptor agonist 

improves locon1otion and histological outcon1cs afier ,sp,inal cord contusion in rats. Exp 

Neurol. 1999; 159: 267-273. 

Zompa EA. Cain LD. Everhart AW, Moyer MP, Hulsebosch CE. Transplant therapy: 

Recovcry of function aftcr spinal cord injury. J Ncurotrauma. 1997; 14: 479-506. 

137 



TESIS CON 
"''\ 1 ·, 1\ i"\E OH1GEN r .Ll..u,;_i_ ........ N cu roscicncc 

LcUcrs 
ELSEVIER Neuroscicncc Lottcrs 319 (2002) 129-132 

www.olsevicr.com/locatc/neulct 

Const:it:ut:ive and inducible nit:ric oxide synt:hase activit:ies after 
spinal cord cont:usion in rats 

Araceli Díaz-Ruizª·b·c. Antonio lbarrab·c. Francisca Pérez-Severianoª, 
Gabriel Guízar-Sahagúnb·c. Israel Grijalvab·c, Camilo Ríosª·* 

"Departamento de Ncuroquímica, Instituto Nacional de Ncurologia y Neurocirugía Manuel Ve/asco Suarcz, Moxico City D.F., Mexico 
bUnidad de /nvcstigc'lción Módica en Enfermedades Neurológicas. H.E .• C.M.N. Siglo XXI. IMSS, Mcxlco City D.F., Mexico 

r:Laboratorio de Neuroinmuno/ogía, Provecto Camina A.C .• Mexico D.F.. Mexico 

Rcccivcd 29 August 2001; rcccived in rcviscd forni 4 Doccmbcr 2001; acccptcd 4 Occcmbor 2001 

Abstract. 

Nitric oxide (NO) plays a role in the secondary damage aftcr spinal cord (Se) injury. NO is produced by the activity of 
two classes of enzyrnes: calciurn-depcndent constitutivo nitric oxide synthase (NOS) and calciurn-independcnt inducible 
NOS. To determine thc time coursc of both NOS activitics aftcr se injury, 50 Wistar rats vvere submitted to severe se 
contusion. NOS activitics wcrc assaycd al the site of SC injury at severa! times after lcsion. Results showcd a significant 
incrcasc of 138 and 96°/u in thc constitutivo NOS activity at 4 and 8 h after the lesion, rcspectively, as compared to sham­
opcratcd rats. iNOS activity was incrcased 72 h after lcsion by 103°/o (P < 0.05). In conclusion, both isoforms of NOS 
incrcasc thcir activity at diffcrcnt time pcriods aftcr SC injury. <D 2002 Elsevier Scicncc lrcland Ltd. All rights reserved. 

Kcywords: Nitric o>eidc; Synthasc; lnduciblc; Constitutivo; Spinal cord injury 

Traun1atic lcsinn of thc spinal cnrd produces u sccond;1ry 
danmgc that sprcad!-> tite initial injury frrnn thc prinHtry 
lc!-.it111 to thc MllTnunding ti!-.suc. Arnong the faclor!'. usso­
'-·i;Hcd 'With 1his sccondary lesion. reactive uxygcn spccics 
m·L· thought lo he dccply involved as rnediatnrs nf spinal 
cord darnagt: 11 J. l\s ;1 free- radical. nitric oxiUc M!C111s to 
play <.1 111;1jor role in thc sccundary lesion. hccausc undL!r 
ccrtain conditions niu·ic oxide 111ay actas a cytotoxic 1110IL!­

cule J2J. The rangc ofconccntration. lhc rcdox stalL". thc ccll 
typc sou1·ce. and in general. thc- t.'11\'ironmcnt in "'rhich NO is 
produccd 111.ay lcad lo cithc:1· reacti\'e cytotoxic or neuropro­
h:Llive speLit:!'. derived frorn NC) ( 12J. A111ong thcrn. pcrox­
y11itri1e ¡ ... thc 1110...,t reactive against hiological 1nolc:culcs (.3) 
rcndl.!ring al1t:r;11ions in pro1ein,. lipids and DNA ( 11.18 ). 

NitriL· nxidc i!-. produccd frotn 1.-arginine by t\.VO c1asscs nf 
t.'11/)'lllC proteins: L"onstitutivc nitric oxide synthnsc <cNOS) 
and induLihlt.· nitril: n.\.ide synthasc CiNOS). thc fnnner 
dcpL'lldL·nt on i 111raecllular Lakiu111. "vhilc: thc Jattcr indcpen­
dc11t. In thc t."L"nlr-al ncn·ous !'.)'!'.te1n. two Uiffcrcnt cNCJS 
¡...,ofon11 ... are L".XJll"L'''cd. <HH .. " in netll"Oll' (nL·NC>S) mu.I thc 

• Corr-cspond1n~1 author. Dirección de Investigación, Av. lnsur· 
gentes Sur No. 3877, Mc)(tCo City 14269. D.F., Mc>eico. Tol.: + 52-
5-5528-8036; fil)('. l 52-5-5424-0808. 

E-n1,11/ .-ulcirl'SS cr1os" ClH!yatl.uan1.rn>e (C. R1os). 

othL!r in cndothclial cclls (ccNOS) ( 15J. iNOS is cxprcsscd 
in 111.acrophug.cs und g.lia. a111ong othcr cclls. aftcr uctivation 
hy cytokincs l 16J. 

Studics on NOS activity providc "vith rclcvanl infonnu­
tion ahout cnhanccd production of nitric oxide in thc cnvir­
onmcnt of thc asscsscd tissuc. Thcrc is scurcc infonnation 
uhout NOS activity in thc sitc nflcsion aftcrSC injury. Hu et 
ni. (9) showcd u ti1nc-dcpcndcnt diffcrcntial incrcase in 
cNOS and iNOS aftcr lcsion produccd by dynorphin rnicrn. 
injcctinn to thc rat spinal con.I. Mcanv.thilc. Xu et al. ( 191 
rcportcd incrcascd activity of iNOS aftcr trau1110.llic spimtl 
con.l injury. ahhoug.h thc activity of e NOS al thc da111agc sile 
IH1s not hccn dcscribcd for thc lattcr n1odcl of trau111a. which 
accuratcly rL!sc111blc llHlsl hu1nan spinal cord injuries. 

In thc prL!sent study. wc inflictcd a conlusion to thc spinnl 
cnrd as a rundel of trau1natic injury of the spinal cord in 
onkr lo charactcri;r.c the tcn1poral changes nf hoth cNOS 
and iN{)S aLtivitics in rats. 

Ani1nal!-. wcrc rnanipulo.ttcd accon.ling to thc cthical prin­
cipies nf our lnslillllion and thc Nutional lnstitutes of l lc·¡1lth 
!-.landan.ls. 

Adult fernatc \Vi!-.tar rats < 200-250 g) "ven.: uscd through­
nut thc L!Xpcri1nents. Anirn:.lls \VCrL! fcd with Purina chow 
(Purina. Mcxico) and Urank \.V¡1ter frel.!ly. Calciu111 chloridc 
and Tri!-.-HCI wcrc pun:h;"cU fnuu E. l\tlcrck. i'Vh:xico. 1 '111-

0304·3~J40102/$ · s1~r~ fronl rnattf!r • 2002 Elsev1er Sciencc lreland Ltd. Ali rights rcscrvcd. 
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1.-Argininc '\Vas ohlained fn.un Amcrshurn l111crn:uional. ;111 

othcr rcagenls \vcrc fro111 Sig111a (Sl. Louis. MO). 
Fnr NOS ;1clivity studics. lite rats wcr·c rando1nly ;lllo­

c¡¡tcc.1 in two groups. Undcr pcntoharhil;tl ancsthcsia (50 
mg/kg i.p.). onc group \Vas suhmiltcd to a scvcrc spinal 
conl contusion (T9) according \Vith thc '\vcight drop 111cthod 
descrihcd hy Allcn and 111odificd for rats as c.lcscrihcd 
prcvinusly l8f. In bricf. undcr stcrcolaxic control. a 15 g 
stainlc.:ss stccl cylindcr with a lhll lip uf 2 111111 dimnctcr 
was droppcr fro111 a hcight uf 1 O cn1 through a guidc tubc 
unto thc exposcd dura 1natcr. Thc second group '\Vas only 
suh111ittcd to la1ninccton1y (sha111-lcsioncd group). ulso 
undcr pc1uoh;irbital ancsthcsia. NOS aclivilics wcrc assaycd 
by 1ncasuring tite convcrsion of J "11 J-1.-;argininc to 1·'H1-L­
Citrull inc 16). Bolh groups of rats '\Vcrc allowcd to recovcr 
fnun ancsthcsia and surgical proccdurcs in an intensivc carc 
tmit for small ani1nals (Schocr ~1.anufacturing Cn .• Kansas 
City. MO). and '\vcrc thcn houscd in individual acrylic cagcs 
v.:ith stcrilc sawdusl. Rats reccivcd chow und water ad lihi­
tunl. Thcir intestine and bladder werc handled '\vitlt nrnnual 
c.xprcssion lWÍCc a day until sacrilice. 

Anin1als werc killcd by dccupitation at diffcrcnt liinc 
pcriods aflcr surgcry proccdurc (2. 4. 8. 12. 24 and 72 h). 
Spinal cord tissuc obtaincd 2 111111 rostral nnd 2 n1111 caudal 
fron1 thc injurcd sitc was frozcn in liquid nitrogcn and storcd 
al -70ºC until NOS o.1ctivity was 111casurcd. Spinal cord 
lissue '\Vas hornogcnizcd ovcr ice in 250 µI of thc following 
hufTcr and prutcasc inhihitors solution: 50 1nM Tris-HCI 
(pi! 7.5>. 0.1 mM EDTA. 0.1 mM EGTA. 0.1% 2-mcrcap­
tocthannl. 1 rnM lcupcplin. 1 111~1 phcnylrnethylsulphonyl 
fluorid«.! ( Pl\1SF). 2 rng/I ;tprotonin. 1 O rng/I soybean trypsin 
171 inltibitor (Sl3TJ) and 4070 v/v Noninct P-40. A volurne of 
ho1nogcnatc containing 500 µg of protcin was incuba.tcd in 

70 

60 

to 

tite prcscncc of 1 O µf\.1 L-:irgininc-1-ICI. 0.2 µCi I -'H )-L­
arg.ininc. 1 111M NADPll. 10 µ.I\rl cal1nudulinc and 2.5 
rnl\1 CaCl 1. Thc rcaction volu1nc w.as nrndc up to 100 µI 
by adding homogeniz.arion buffer and incubatcd fnr 30 min 
at J7ºC. The reaction was sll>pped hy addilion of 1 1111 of 
stop buffer (2 1111\.1 EGTA. 2 111M EDTA and 20 ml\1 
llEPES: pH 5.5). -n1c reactinn 111ixlurc was titen applicd 
onto a 1 rnl cohnnn uf do,vcx resin (50 W. Na-. forn1) that 
h;1d prcviously becn cquilihnned '\\'ith stop buffer. [ ."ll-1)-1.­
Citrullinc '\vas elutcd with 1 1111 of '\Valer and quantificd by 
liquid scintilhuion in a Bcck111an LS6500 scintillation coun­
ter. Rcsults '\vcrc cxpresscd as ng of 1.-citrullinc/lng prntcin/ 
30 rnin. In ordcr to obtain hoth calciu111-depcndcnt (cNOS) 
and calciun1-indcpcndent (iNOS) activitics frn111 thc samc 
tissuc smnple. cnzyn1e activity was cvalu;ltcd cithcr in thc 
prcscncc (2.5 111M) or thc ;tbscncc nf calcimn in thc incuha­
lion 1ncdiu1n. Protcin concentration in thc ho111ngcn:lles was 
1nc;1surcd using BradfonJ rcagcnt 141 with hovine sen11n 
albun1in as u stand:trd. Statistical signilicancc of thc diffcr­
enccs in cNOS ¡1nd iNOS activitics at tite different times 
after lcsion w¡1s dctcnnincd by analysis of variancc followcd 
by thc Dunnet's test using thc SPSS software. 

Rcsults of NOS aclivities are sho'\vn in Figs. 1 and 2. In 
control rats (sha111-lcsio11 group) thc spinal cord prcsentcd 
hasal cNOS and iNOS activitics of 24.56 :!:: 2.9 and 
23.34 :!::: 2.7. rcspcctivcly. cxprcsscd as ng of L-citrullinc/ 
rng protcin/30 rnin. Intcrcstingly. hoth cnzyrncs prcscntcd 
a trcnd to im:rcasc thcir activity in injurcd anirnals. Thc 
cNOS activity aftcr spinal conl injury was incrco.1scd (scc 
Fig. J) in thc injurcd anirnals in thc groups of rats killcd 4 
( 138'/'n) anú 8 h (967n) al"lcr lhc lcsion. iNOS activity 
prcscntcd a trcnd to cnhancc in thc 'vholc groups of animals 
suhn1ittc<l to thc lcsion and cvaluatcd at the diffcrcnt times 

'"' 
111111•~ 2h 

'"' 
ln1uq: .Sh 

(b) 

l011ur~· Hh 
(hl 

lo1ur~·l.Zh 

'"' 
Fig. 1. Constitutivo nitric oxide synthasc (cNOS) act1vity rncasured at scvcral time pcriods aftcr spinal cord lcs1on (2, 4. 8, 12. 24, 48 and 
72 h). Sham group rcccived only larninccton"ly and was sacrificed 2 h aftcr surgcry. Thc nurnbcr of anirnals is given for each group within 
parcnthesis. Lesion groups rcccivcd scvcrc spinal cord contusion. Thc rcsults are cxprcsscd as rncans !: SE~ __ o! ~-::~~s pcr group • 

• diffcrent frorn sham group (P. O 05), ANOVA followcd by Dunnct's test. \ · TESIS CON ( 
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Fig. 2. lnducible nitdc oxide synthasc (iNOS) activity mcasured at scveral timo pcriods aftcr spinal cord lesion (2. 4. B. 12. 24. 48 and 72 h). 
Sham group rcccived only laminoctomy and was sacrificad 2 h aftcr surgery. Thc number of animals is givcn for oach group within 
parenthcsis. Lcsion groups rcccivod severo spinal cord contusion. The rcsulls are cxprossed as moans = SEM of 6-8 animals por group. 
• difforont from sharn group (P < 0.05). ANOVA followcd by Dunnot"s test. 

with incrcascs ranging fro111 1 to 103% vcn.¡us shmn­
lcsioncd anin1als. but only thc group killcd 72 h aflcr thc 
lcsion wns statistically diffcrcnt frnn1 shurn-lcsion group 
<Fig. 2). 

In thc prcscnt study. thc uctivity uf both isoforrns of NOS 
,,,.as asscsscd in thc injurc<l sitc uf thc spinul cor<l at c..liffcrcnt 
tirnc pcriods. trying to covcr thc tin1c lapsc in which occurs 
111ost acule cvcnl!-. rclatcd '"''ith sccondary dmnagc. Rcsults 
prcscntcd hcn: indicatc a tirnc-dcpcru.Jcnt sequcntial 
incrcasc in both cNOS and iNOS activities after spinal 
conJ injury. 

()ur rcsults are partially in agrccntent '"''ith data of l lu et al. 
f<JJ, who showct1 an enhanccd C:\.p1·cssio11 ofhnth isofor111s uf 
NC)S. a~ a rcsuh uf a neurotox.il: Jc~ion of thc spinal conl 
within the first 48 h ;1fh:r insul1. ho,vc,cr. thc ti1nc coursc 
ofthc iNOS activity enharn.:c111cnt v.:as detcctcd carlicr¡at 4 h 
after thc insull and pc1·~i,tcd up lo 24--48 hin thc ventral con.I. 
Diffcn:nccs in thc 111eL·hani!-.111 .... of cord damagc could he 
r·c~po11~ihlc for thc~c di~crepancie~. a~ tht:y u ... cd a chc111i­
cal ly-ha .... cd in~ult instL•ad of a lllL'chani,.:al onc. iNOS activity 
aller trau111~1tk 1.-·onJ k~1on v.·;1' reponed incrL•a...,1.-•d ata late 
.... 1;1gc ( 7 day ... ) of se. L"OIHU .... ion 1201. hut 1101 al carly ~lag.e~ ( T2. 
hJ. a ..... found in thc pr1.-·~e11t !-.llH!y. Thi~ i~ prohahly dui.: to 
d1ffcn:1Kcs in 1he olllHHllH of ti~...,uc ~a111pled. a~ thcy tooJ..: 5-
11u11 ru .... lral and 5 111111 caudal L·ord piL•1..·i.:.., frorn thc l."l!llti.:r· of 
1111u1·y lúr thc NC)S <Ktivity ª'"ªY"· whili.: our ~a111ples wcre 2 
1111n to...,lral and 2 111111 caudal fnu11 thc 'a111i.: ccnter. giving our 
.... 1111ple llHH'C fo1."t1..,l."d 011 th1.-• k•..,ion 1.-'1Jri.:. 1 hnvevcr. il ¡, 
1111p1ntant lll re111.:11·J... thal fur1h1..•r l.'Xpc1·i111ent~ an: needcd ¡,, 
L''plnrc \1,,·hal happcn' in 1111.-• ;1n .. ·a.., n:111011..• to lhc Jt..•,ion ~ilc. 
J n1crl.",li11,;.!ly. 1hc pcaJ... a1.-·t1vity of l."N<>S C4 h) and iN<>S f 72 lu 
... 1111\1,,·cd in our rl.'..,ulh. are 1101 in ;1gn:1.•111e111 '"ilh thc peal-... 
flll•1.lt11.-·11,111 ,,f NC> 111L";i....urcd hy l.iu ct al. f 131 wlHl u..,in,µ a 

NO-sclcctivc clcctrodc in thc SC injurcd sitc found the high­
cst conccntration of NO i1nmcdiatcly after thc injury. This 
discrcpancy could be cxplaincd hccausc nmny of thc actual 
NO detectable in thc silcofinjury.could he produccd in othcr 
sourccs. prohahly in far hlood vcsscls [ 5 J. and thcn rcnch thc 
se though thc vascuh1r hcd. 

Incrcascd cNOS activity at shnrt tinu:s (4-8 h> aftcr spinal 
con.I lcsion is pcrh.aps rclmcd to calciu111 dcpcndcnt 1ncchan­
is1ns cvoki.:d by thc tissuc response to injury. including 
cnhanccd glutarnatc rclcasc [ 141. while induction of iNOS 
uctívity is prohahly thi.: rcsull of inllan11natory response and 
rnacrophages recruillncnt ;iftcr c.Jarn<.lgc 117 I~ becausc thc 
peak of iNOS activity was a l.:llcr cvcnt (72 h) aftcr spinal 
corc.J l."ontusion. \Ve considercd lhal ti1ne pcriods choscn in 
our study are of signilic.:mcc for most of thc cx.pcrin1cntal 
trcatn1i.:nts uscd to prcvcnl tissuc dan1agc aftcr spinal cord 
injury 111. 

The incTcascd fonnation of nitric oxide. pcroxynitritc 
and niln1tcd protcins ~hort aflcr spinal cord contusion 
f l J 1 rnust play an i 111porwnt role in dcstructivc and rcp:.1ra­
tivc evcnts taking place follo,ving, m:utc spinal cord injury. 
dcpcnding c.m thc anu1unt ,.,f NO pnu.luccd l IC>I and thc 
rednx conditions of thl.' envinmmcnt 1201 :.unong othcr 
faclors. 

In conclusion. hoth i~ofonns uf NOS sce1n lo he in volved 
in thc ti~suc rc~ponsc to ~pinal cord injury hy contrihuting to 
NC) fonnation rah.: al thl.' sitc nf injury. at differcnl ti111cs 
after in~ull. through divcr~c 111cchani~n1s :.md pi.:rhaps fro111 
v:1ried l."Cll ~lHll"CC:-.. 

\Ve 1hank Dr Migud A~ai frnm thc National lnsti1u1i.: of 
P~ychiatry for hi!-. kind ~upport in thc 1111."asurcment uf thc 
1
11-1 -arginini.: ~ainplc .... 
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