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RESUMEN

El 6xido nitrico (NO) juega un papel muy importante después de una lesidn traumadtica de
la médula espinal. Es generado a partir de L-arginina por dos diferentes sintasas del oxido
nitrico (SON) constitutivas: la SON de células endoteliales (SONe) y la neuronal (SONnR),
su actividad es estimulada cuando las concentraciones de calcio intrace]ular se incrementan.v

La isoforma inducible mdependxente ‘de calmo (SONx), se expresa después de senales de .

estrés. Diversos estudio ,se”al, y ) ede tener efccto protector o destructor;

dependiendo de su t}:stadr

se podria regular la expres:on y acuvx ac

secundario generado despues de- una
tratamiento con CsA sobre la expresién y 1a actividad de. ambas’ isoformas de'la. SONc

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

Wistar hembras tratadas con vehiculo o con . CsA a 2,6y 12 h después de ser sometldas a’
una leSIOn por ‘contusién severa a mvcl dc la 9 venebra toramca. La expresu:n de la SON o
fue mcdlda por el metodo de Westcm Blot y la acuwdad de ]as 1soformas SONc y SON: se

determmo por e] metodo de Bredt y Snydcr (1 990) Los ammales fueron sacnﬁcados a’ las

h después del daiio, asi mismo se observo un mcremento enla

evaluada a este ticmpo, en todos los grupos tratados con CsA (62, 82 Yy 82%) con respecto

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

8]



RESUMEN

grupos tratados con CsA.y sacrificados.72 h,después,de ,.laj lesién (123%, 125%.y 126%)

cuando. son comparados con el grupo control '}'Como conclusmn podemos decir que: ‘la

la® expres én:

ciclosporina-A modula de manera selecu c 1v1dad de las dlferentes
isoformas de la sintasa del éxido’nitrico

lesion traumdtica de la médula esbxn‘zil

dafio secundario, ya que, ‘el NO nene 'funcxones dxversas su efeco neuroprotector o

citotoxico probablemente dcpendc de su’ concentracxon, cstado redox y npo celular donde

s€ genere.



ABSTRACT

Nitric oxide (NO) plays a major role after spinal cord trauma. It is gencrated from L-
arginine by two distinct calmodulin-dependent constitutive nitric oxide synthase (NOS)
enzymes: NOS from endothelial cell (eNOS) and neurons (nNOS) whose activities are
stimulated by increases in intracellular calcium, and a calcium-independent enzyme

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

with CsA mcreased thelr cNOS acuvny at 24h after the Ieswntm every group treated’ (57%,

50% and 33%). iNOS activity was decrcased by 39% at 72h after the lesion only in the



ABSTRACT

group treated with CsA 12h:after..the. spinal .cord. m_]ury Fmally, those_results were

corroborated with the assay of'westem blot The resulls ofthe last assay showed an increase

in the expressnon of nNOS as an effect of trauma (25%) ‘and decrease of 66% agamst

expression and acuvny of the dlfferent soformsrof mtnc oxld synth‘ e 'at-the dxffcrent

times evaluated after splnal cord traumanc'mjury. fI‘hxs eff'ect may be neuroprotector after‘

lesion.



INTRODUCCION

Antecedentes.

La lesion traumdtica de la médula espinal (LTME) es un problema de salud publica muy
complejo que afecta en la mayoria de los casos a la poblacién en edad econémicamente
activa (20-35 afos), tiene profundos efectos econdmicos, fisicos y emocionales, se estima

que el costo anual de atencnon medlca para todos. los pacxentes con traumatlsmo medular

mientras que en los Estados Umdos se ha estlmado que ex1st

balance en la produccion de diversos factorés réficos (Taoka Y Oka_jlma 1998)

6



FISIOPATOLOGIA DE LA LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL

Por otra. parte. . sc_.observa . dano en’. ]a mlcrocxrculacxon* y' ruptura‘“de,l,a: ‘barrera

hematoencefallca crcando un mlcroamblemc d mno q \ a la destniccién del

xidan'te‘ estado donde: se plerde el -

balance entre la gencraciénude radiéales ibres:y:la.cap cxdad de las defensas annox1dantcs

(superéxido dismutasa, catalasa, glutatlon perox1dasa _etc. ) para contrarrestarlos (Braughler

y Hall 1992; Siegel y cols., 1998) Todos estos eventos promueven la muerte celular, ya

sea por apoptosis o necrosis.. -’

Excitotoxicidad y radicales Itbres S

El glutamato es el neurotransmisor; excitatorio, mas importante que se encuentra en el

sistema nervioso central: 7 jueg un

papel’ predohiiﬁante en-la ~transmi$i6n “sindptica. del

cerebro, se une a tres clase ‘de ‘Lds'meiabotrébiQOS"'(‘mleuR),v los activadds por-

el agonista N—Methyl D aspartato‘(NMDA altamente reg lados por mas de seis’ ngandos,

enddégenos, (glutamato, glicina, pollammas. Mg", Zn?*", e H") y los activados por el acido



EXCITOTOXICIDAD Y RADICALES LIBRES

propiénico o-amino-3-hidroxi-S-metil-4-isoxazol (AMPA)/kainato (KA) (Siegel y cols.
1998). ’

Después de una LTME se observa hbcracxon de glutamato en grandes cantxdades generando

un estado excnotox:co, que Heva a una excesiva estimulacion de sus receptores y como

consecuencia ‘al mcremento_ : en ‘las poncentrac:ones de Ca?* 1ntracelular (Choxt 1995).
Durante este proceso se inicia la‘cascada de activacidn de las protemas cmasas, alteraciones

en el metabolismo y la generacnén de radxcales libres (RL). Muchos de estos eventos inician

tempranamente ocasxonando la muerte celular. La elevada concentracién de Ca acnva

lpama uc dana el cxtoesquelem' ademas son acuvadas las

proteasas de cisteina como'l

endonucleasas que*- rompe

celular programada 'Este in remento de: calcxo desencadena la activacién ~de ‘cinasas

concentracnon de Ca?* mtracelular.

espinal (Feden y ‘cols: 1988) El’ mecanismo de muerte neuronal dxsparad po 'glutamato se
cree que es tipicamente necrético (Chox 1996). pero el glutamato también puede inducir

muerte por apoptosis (Portera-Cailliau y cols. 1997).



ESTRES OXIDATIVO ASOCIADO AL TRAUMA MEDULAR

Estrés o\zdanvo asoctatlo al trama: lnedular

En la nutocondna se llcva a cabo la smtesxs e ATP a traves de la fosfonlac on ox1dat1va,

en este proceso, el omgeno (Oz) es reduc1do hasta HZO El Oz acepta electrones uno'a la

vez, en un. even”to ’Vsc;cucnc;;al, generandofqmon.'superox1do;(Qz DJ3 peréxido de hldrogeno

(H:20), radicél hidréxilé' ('O'H';-) y ag‘ﬁ’a’.ﬂ En coﬁqckli'éiyorieis' nko:r‘malés‘ ‘,Alv'a‘ fbnﬁécién de especies

reacuvas de OXIgeno (ERO) c probablememe menor al 5%,‘51n embargo esta produccion

puede mcrementarse, cuando la concentracnon de Ca o“Na aumentan stibitamente como

respucsta a un’ evcnto cxcntotoxnco (Dykcns 1994), un exceso en Oy7 puede llevar a la

formacién de,’mﬁch”as Hoir'ask késpeqies‘?"reﬁctiva‘s,’} ini;ljtlyeindo‘~1"OH' 'y radicales " libres . de

perokihidféifid “(OH3). ‘A “pH  fisiolégico ¢l (02l \de ‘a dismutarse - fo%‘h{a‘.x;d‘o ‘H30:" ¥

oxigeno, a través de: las diversas “isoformas de la‘enzima superé)’(id'oIdismutasa:(SOD);*el

H20;, es desthiﬁcadd, pOr le1 cdtéla'sa,' Enziinafqué se.encuentra localizada pnnc:palmente

en los peroxxsomas proceso que también es catahzado'por la'glutatién peroxidasa

El H>O: no es. un radlcal libre pero pucde facllmente difundirse a'través de las membranas

bioldgicas con un dxametro seme_]ante al 02 ,'

OH", altamente reactivo, cuandyo el H2O; se encuenlra en presencia de metales de transicién
como ficrro y cobre, se generan altas concentraciones de. OH™a través'de la reaccién de

Fenton (Aust y cols., 1985), sin embargo no todos los metales se encuentran libres, existen
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algunos unidos a proteinas, como el fierro.que_se.une a,la;,ferritina,:en;,esta;’forrna;el,fierro

no cataliza la reaccién para formar radicales libres.

que se encuentran en las membranas (Facchmetn y cols.' 1998) mientras que el: ascorbato es'_
un atrapador soluble en agua que es requerido como cofactor de varias h1drox11asas (Padh,

1991), mas aun el ascorbato y el a-tocoferol puedcn*aCtuyarfsinérgica.mente en:la inhxbicic‘mk

de las reacciones de oxidacién.
Finalmente se ha reportado que el 6xido nitrico -y algunos:donadores de NO" que tienen

nitroglicerina pueden suprimir la generacién de OH™”, in vivo e in vitro (Mohanakumar y
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cols. 2002), ademads indirectamente la accién de.la SOD, peroxidasas. y catalasas previenen

la formacién del radical hidroxilo. -

Moléculas blanco de los radicales li‘b:)j‘es. |

La lipopecroxidacién de las membranas celﬁlgﬁéé puede iniciarse al estar en contacto con ¢l
radical OH", que tiene la capacidad de ‘sustraer un atomo de hidrégeno de los acidos grasos
poliinsaturados. El radical carboﬁo (sin'hidréggno) pﬁcde reaccionar con el O para formar
el radical peroxilo, y este a su vez puede "sustr'aer un atomo de hidrdgeno del acido graso
adyacente para formar hidroperdxidos de lipidos y ‘asi de esta manera dar inicio a una
reaccién en cadena, causando alteraciones.en la jﬁuidcz e‘i’ntkegrikclad de las membranas

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

(Facchinetti y cols. 1998).
Las ERO también pueden oxidar diversas proteinas aylterké.ndov su estructura, con' este
proccso sc inactivan diversas enzimas, receptores”uy bfbteihé.s: cstr’ucturra’lés.' Los
aminoacidos que contienen grupos tioles como la metionina, la histidina y el triptofano, se
oxidan de manera preferencial. Dicha oxidacidén puede estar involucrada con la regulacién
y funcién de los receptores (Lei y cols. 1992), ademds, las proteinas que han sido
modificadas por oxidacidn son mas susceptibles a la degradacién por proteasas (Davies y
Goldberg, 1987). La ruptura de las hebras sencillas o dobles del DNA, el entrecruzamiento
de DNA-DNA y DNA-proteinas aSj como la modificacién de bases puede ocurrir como
consecuencia del ataque de losf"fézvaiééles libre (Teebor y cols. 1988). De las cuatro

diferentes bases nitrogenadas del ADN, la timidina es la mas susceptible de sufrir
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modificaciones por omdaclon, en .la.etapa temprana de dafio al DNA se actlvan vanos

procesos de rcparacxon, quc mcluyen ala polx (ADP-ribosa) sintetasa (PARS) Esta enzima

La xantina deshidrogenasa (XD) se encuent llza a nnc p’almente en el endotello de

los vasos sanguineos en el cerebro (Terada y cols._‘ 991), e: ta anIma catallza la oxldacxon
de xantina a hipoxantina hasta acido urico. La XD transﬁere electrones de su substrato ala

NAD, y asi de esta forma no se producen radicales libres, pero la XD puede ser convertida



FUENTES ENZIMATICAS DE GENERACION DE RADICALES LIBRES

a la forma_ oxidasa (XQO) de manera irreversible por una protedlisis:limitada’ o°de manera

reversible por una oxidacién quimica o enziméﬁcé'de 'gru’p'os—ﬁble’é ¢ Dellh-Coﬁé;y,‘Stirpef

1968 y 1972) y producxr Oz por transferencxa de-electrones: directamente a ox1geno. En

(epooxigenasa), para formar prostaglan in
tres enzimas producen O," como pfdduct
patologicas en el sistema nervnoso, sc h

incremento de calcio intracelular (enzm'aa\que es actwada por calcw) ‘es una 1mportante v1a_

de generacion de RL (Dugan y Chox, 1994) esta vxa es. explorada medlante el uso de

firmacos que antagonizan el efccto neurotoxnco del glutamato (Cxam V. cols. 1996)
Otra fuente de gencracidn de radicales libres es a partir de la activacidn de la sintasa de

oxido nitrico.



CITOTOXICIDAD Y NEUROTO)\ICXDAD DEL OXIDO NITRICO

Citotoxicidad y, neuroto.uculad del oudo lutrlco

51stemas blOlOgl ¥ o ntr y extracelular (Moncada y cols. 1991) El

NO es smteuzado a, traves deuna reaccxon oxndatlva catallzada por la sxntasa del ox1do
nxtnco utxllzando como substrato “a‘‘la L-arglnma (figura 1) dlversos estudlos han

demostrado que en cl sistema nervioso central existen tres isoformas de dlcha enzxma.

- NH
+ eN=O
(<]
H3N
. e :
L-Arginina N -Hidroxi-L-Asginina L~Citrulina éxidq Nitrico

Figura 1. Esquema que rmuestra la sintesis de éxido nitrico a través de una reaccicn oxidativa,
wtilizando como substrato a la L-argitlf'id. Observe que'éxisle und Inoféczkid’ inleﬁnedia la N°-
Hidroxi-L-arginina importante en la regulacion de Ia arginasa en el cxclo de la argtmna—cunlltna
(Diagrama modificado de Hemmens »y Mayer. 1998).

La sintasa del &xido nitrico (SON) es una hemoprotema depcndlenle de Ca?*/Calmodulina,

que para su activacion necesita de cofactores como la nxcotmamlda-adenma dinucledtido
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fosforilada. (NADPH), .el. flavin-mononucledtido (FMN), y el flavin dinuqleétido;quéi se
unen estequiométricamente, a sitios especificos de reconocimiento. La SON también utiliza
a la tetrahidrobiopterina para la transferencia de clectrones. Se desconoce su funcién exacta
pero es muy probable que estabilice la unién de la L-arginina con la en‘zima, también tienen
un sitio de regulacién por fosforilacién en un residuo de tirosina. Existen dos isoformas de
la sintasa de 6xido nitrico (SON) constitutivas, y que son dependientes de calcio: La
endotelial (SONe) y la  neuronal (SONn), y una isoforma independiente de calcio
(inducible) que se expresé en una gran varicdad de células y tejidos (SON}i).

SONn o SON-1: La ist)énzima néuronal, esta codificada en el cromosoma 12 (humanos) y
tiene un peso molyecul’ajti'ﬂcylke 160 kDa, se expresa en distintos tipos de neuronas en todo el
sistema nexﬁvioso“ : gépiral (SNC), asi como en terminales nitrérgicas pexy’i’fé»rickas
(noadreneréipaﬁl'hscolin‘érgicas) que inervan el musculo liso y algunos otros tcjidkék_s".‘ Enel
cerebro. SONn sc encuentra acoplada a un subtipo de receptor de glutamato N-;nej.il-Df
aspartato (NMDA). La activacién del receptor resulta en un influjo de iones de Caz*y la
activacién de SONn a través de la unién del complejo Ca?'/CaM. La énzima fue
primeramente aislada como una proteina soluble, pero estudios mas recientes derﬁuestran
que existe una pequefia partc asociada a la membrana por medio de un doﬁlihip iébenzinﬁa—

especifico en el dominio N-terminal (Greenwood y cols. 1997).

SONe o SON-3: La isoenzima endotelial codificada en el cromosoma 7.en 1§»s’fl”1u,m,‘anoks' y

tiene un peso molecular es de 134 kDa, parecce estar unida.a’la’membrana -y ha sido
localizada en el aparato de Golgi. Durante su maduracion sufre tmodiﬁéacxones en_ el amino

terminal (miristoilacién y palmitoilacién) que le permiten mantenerse ancladas a la

membrana. Son poco conocidas las scfiales de regulacion, pero se ha observado que



CITOTOXICIDAD Y NEUROTOXICIDAD DEL OXIDO NiTRICO

agonistas-de receptorcs pareccn modular su. fosfonlacx “la:unidn_de acidos

interleucina. 18), o:po endotoxinas (Hemmens 'y :Mayer,:1998).. La clave de mduccwn de

SONi parece sei- la'activacion! delffactor nuclear, NFKB.‘ Se tienen reporte que mdican que

2h despues del estimulo existe:un aumento en la canndad de'la enzima

Una de las pnncxpales caractenstxcas bxoqulmlcas que dxstlnguen a‘la SON1 es su hablhdad

para unir calmodulma (CaM) a concentracxones ba_]as de? Ca 2+ <30nM)‘ El [Ca +]1 esta

normalmente por'encxma; de‘v este mvel por esta‘razon la SON1 es: "ﬁsxologlcamente
independiente de Ca®*y no-es. regulada por senales que xnduzcan .un incremento.en la

[Ca*1i (Greenwoq’d y cols. 17997).

Regulacién de la actividad de Ia SON

Recu:ntemente se ha ldentxﬁcado una pro eina mhxbnona de la SONn (PIN) vanos estudlos

gendéticos y bxoquxmxcos sug;erenf que la protema xnteractua con,los r 51duos de

aminoacidos 165 y 245 de 1a~S(5Nn, la mteracc:on de PIN con SONn' resulta en la

desestabilizacion de los homodimeros de SONn que inhibe su actividad. Ain mds se ha

16
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propuesto.que; ia- PIN funcxona interfiriendo con la dxmenzacxon de los monomeros dc 1a

SONn (Greenwood y cols. 1997) En medula espinal su dlstnbuclon es escasa._ s

Para la SONe se hadescnto una proteina inhibitoria dei_lav ! vxdad llamada ENAP 1 que

al igual que la PIN interfiere con la dimerizacién.

La fosforilacién de la SON es otro de los mecanismos:deregulacién de su fzicii?idad, se’

sabe que en estado fosforilado es inactiva, y las:cinasas:que:la fosforilan son: lé{,prpteinaf

1997; Merrill y cols. 1997). Con rcspééto;a 1

sometidas a dafio pueden responder a estxmulo ‘proinflamatorios.y pueden’ partlcxpar en la

inflamacion cerebral. La expresién de SON1 en; neuronas ha sxdogdcscnta en «dwersos

modeclos experimentales mcluyendo estxmulacxon A o cxtoctnas en> cultwos celularcs de:

neuronas asi como en modelos ammales someudos a dano y neurodegeneracnon (Heneka y

Feinstein, 2001).

17



L provxene del NO smtetxzado por la SONc'(‘SONn

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SON

Las altas concentracxones de NO generadas por la SONI uenen efecto dlrecto a traves de

reacciones comO'- mtrosacnon, nitracién .y’ oxidacién, el NO reacmona rapldamente con

grupos txoles (SH) metales y otros radxcales llbres.

Una de las reaccxones mas frecuentes es con las metaloprotemas que tlenen -grupos heme
como. por e_lemplo la guamhl c1clasa soluble, cl c1tocromo p450 y la SON. La reaccwn del

NO con la guamlxl c1clasa produce un complejo rntrosﬂo ﬁerro que actxva la fom1a01on de

‘tldad de NO quc ‘'se necesxta para actwar a la guamhl

GMPc. Se ha demostrado que la <

c1c1asa es. relatlvamente baJa, e se: postula que el NO necesano para este proceso

La SONc uene efecto sobre. el tono vascular:y.la funcxén'plaquetana, neurotransmlslon y

una vanedad de interacciones’intercelulares.'Las mteraccnones heme/NO con el cltocromo

p450 que es'una familia de proteinas que estin involucradas en la smtes1s y catabohsmo de

dlversas bi

se alcanza cuando se activa la SON mducxble (SON:) (ka y Mitchell, 1998).



REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SON

Por otra parte, uno de:los mecamsmos cnotoxxcos del. NO' -es:la’inhibicién una enzima

mitocondrial la aconitasa por accxon de peroxmltnto (NO +O OHNOO-), ademas se ha

reportado que el NO* mt¢rac nhibiendo la respiracién

mitocondrial. En condiciones ADH: ubiquinona

concemracnon y dc su estado redox (Brune y cols.

;1998) (ﬁgura 2)..Las caspasas: son blanco

del NO que mhlbe su actlwdad de una manera 1rreversnble (K:m y cols. 1997) EI NO



REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SON

Liberacion de Glutamato
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Figura 2. Posible participacion del oxido nitrico como agente neuroprotector o neurotoxico
después de una lesion traumdtica de la médiula espinal. MGIuR: receptor metabotriopico de
glutamato; NMDA-R: receptor N-metil-D-aspartato; GluR: receptor de glutamaro; VSCC: canales
de Ca’* sensibles a volitaje; PLC: fosfolipasa C: PIP.: fosfatidilinositol 4.5 bifosfato; DAG:
diacilglicerol; IP;: inositol 1.4,5; trifosfato: G: proteina G: SON: Sintasa del 6xido nitrico; COX:

ciclooxigenasa (Diagrama modificadao de Siegel y cols. 1998).
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REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SON

puede ser.proinflamatorio por que incrcmcnta Ia 1iberaci6n de citocinas como TNFoc e IL-6

En un estudxo realizado por Packcr y Murphy (1995) se demostro que l eﬂu_lo de Ca>* yla

despolarizacién de'la mxtocondna ocurre cuando la produccxon de peroxxmtnto excede los

0.99+0.03 nmol/mxn"/mg:f dé:, que se prod cen en magmtud sxmllar en

condiciones patolégicas in vivo.: .

procariontes 'y cucariontes, aunque,

desaminacion resulta en la convérsién de cxvtosmya a u‘rac:lo,-guamna a xannna, metilcitosina
en timina y adenina en hipoxantina, se ha propuesto que la autooxidacion de NO- es la

responsable de cste dario.

C -
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EL OXIDO NITRICO COMO NEUROPROTECTOR

El oxido nitrico como neuroprotector. .- ....... ... : I
Antioxidante.

Durante los procesos metabohcos cc]ulares se generan radlcales OH al mxsmo txempo que

(GSNO),

oxidativo, . inducido

particulanﬁeﬁté € c tes a la neurodcge eracxo en la enfemedad de Huntmgton y-en. la

ncurotoxncndad medxada por ammoacxdos excxlmonos kel NO* puede eJercer, efecto

inhibitorio sobre los receptores NMDA.

8]
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OXIDO NITRICO COMO NEUROPROTECTOR

Se ha observado que ¢l-NO:° gcnerado por la.SONe durante el proceso.de:la inflamacién,
disminuye la mollhdad ‘de’ Ios lcucocxtos, demoslrando que’ uene ‘una “participacién
importante como antnnﬂamatono - (Clnno y cols. 2003) ademas tlene efecto acuvador

sobre el factor de crecxmlemo del endotelxo vascular por Io que resulta mteresame saber que

participa en ¢l proceso de anglogene51s.

Apopros:s
En un modelo de cultivo celular (SH SYSY) con pnvac:on de suero para lndut:lr apoptoms,

se demostré que se producen radicales OH™y NO y que el pretratamxento con atrapadores

de radicales OH~ como el salicilato de SOle, pero no mhlbldores de Ia s ntasa del OXIdO

nitrico (L-NAME y 7-NI) previene el efecto apoptouco (Tsugunobu y cols' 2002), csto se:

debe probablemente a que el NO' en altas concentrac:oncs tlene Iavcapa ‘dad de umrsefv

directamente al residuo reactivo tiil (S-) de algunas clstemas contemdas en’ las caspasas

proapoptdticas y detener su accidn, e_;ercxendo un efecto neuroprotector
Contrario a lo que se menciona prevxamente Shen Y cols., (1 998) reportaron que el ox1do

nitrico puede inhibir la apoptosis medlada por TNFoc en; cclulas endotehales humanas

solamente cuando se encuentra en bajas concentrac1oncs.

Recientemente se ha reportado la panxcupacmﬁ dcl peroxlmtnto como’ una molecula.

ncuroprotectora, capaz de mlubxrflg poptqswdesencaden’ad‘a,ppr N_ qu dlsmxnuyc el

glutatién reducido), en cultivo dé ﬁqu(qnas' El pero

por medio del ‘incremento de:la. actividad:-de'la® glicosa; 6 fosfato "deshidrogenasa;’ ésta
activacion genera un incremento en las concentraciones de NADPH que es un cofactor

importante para la el restablecimicnto del glutation reducido (GSH) (Garcia-Nogales y

[
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OXIDO NITRICO COMO NEUROPROTECTOR

. cols.,.2003). Se ha reporlado la. muerte ‘de astrocitos en culuvo cuando la concentrac:on de

precursor dlrecto e 1 y S 1 la recuperacion motora en ammales

someudos a una lesxon traumanca ‘ademasv se sabe que la progesterona admxnlstrada en
modelos de les;on en el sxstema nerv:oso penfenco promueve la formacién. de nueva
mlelma. El neuroesteroxde sulfato de pregnenolona actia como un modulador alostenco
posmvo en- los receptores NMDA mcrementando la concentracxon de calc:o mtracelular, en
contraste tamblen se. ha reponado que el sulfato de: pregnanolona mhlbe la corriente de
calcio mducxda por la actwacxon de los receptores : k

Como podemos observar la ﬁstopatologla desencadenada despues de una lesién es muy
comple_)a, sin embargo con toda esta mformacxon generada se han desarrollado diversas
eslrategxas neuroprotectoras para tratar de detener los mecanismos de dafio secundario

generados después de una lesion en la médula espinal. N
Neuroproteccion después de una lesion traumdtica de la médula espinal.

Factores de crecimiento, rormonas y Transplantes.



FACTORES DE CRECIMIENTO, HORMONAS Y TRANSPLANTES

Después de producirse una.LTME.se observa una pobre regeneracion espontanea. Se han
reportado diversos c\'rento‘s‘* yéue'zrzorntribuycn con ‘este ' proceso cofno la cicatriz -glial,
(Fawcett y Asher, 1999) laﬁ iﬁhibicisn de la remielinizacién, (Huber y VSch\’\(ab, 2000) la
propia muerte celulaf.(Beaitie y cols. 2000) y la prbducpic’m iﬁsﬁﬁcicnte de factko’kres de

crecimiento que permitan la regeneracién axonal.

Gliosis y regeneracion abortiva.

La activacién de las células de la astroglia y la miéréglia; (gliosis reactiVa), se lleva a cabo

después de una lesion al SNC. La gliosis reactiva controla el mlcroarnblente extracelular de

la médula espinal, regulando la barrera hematoenccfallca, la concentra’ ¢ n 1on1ca y:’Juega

un papel crucial en la regulacién de la recaptura y metabohsmo del glutamato (ammoacxdo

excitatorio). Ademas, la glia reactiva también” produce vanos b.f'actorcs de creclmxemo y
citocinas, algunos de ellos neuroprotectores, que ayudan a la sobrevwencxa de las neuronas
dafiadas. La microglia activada también promueve la 'neovascularizacién en el area de la
lesién, un evento critico en la restauracién del dafio, mediante este proceso se asegura la

liberacion de factores tréficos y nutrientes para la subsistencia de las células migrantes y su
crecimiento dentro del arca dafiada (Rabchevsky y Smith, 2001). No obstante que la
neuroglia reactiva puede ser benéfica para los procesos de regeneracion, también expresa y

secreta moléculas que son potencialmente perjudiciales para la regeneracxon (Dawd 1998)

Se considera que existen dos principales sitios locallzados en el SNC donde se. encuentra la :

mayor sintesis de factores que inhiben la. regenerac1on. El pnmero esdonde ‘se’ foma la:

cicatriz en la regién de la lesiéon. Cuando se genera una lesién en le SNC, en el area de

necrosis se infiltran células gliales y otras células no neuronales, forméandose una cicatriz




GLIOSIS Y REGENERACION ABORTIVA

fibrosa. Los.axones no se,pueden extender,a través de,esta,yﬁs inhibe su'crecimiento. En la

Nogo codifica para tres protemas (Nogo A —B y —-C) ongmadas por: splncmg altemauvo, se

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

mielina y que tiene dos sitios especificos inhibitorios de la actividad mielinizante, cl
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GLIOSIS Y REGENERACION ABORTIVA

fragmento amino tcrminal  (amino-Nogo-A)-:y-una. regién corta de 66 residuos de
aminoacidos (Nogo-66) (GrandPre y cols. 2000). Por otra parte, se ha propuesto que la
liberacién del amino-Nogo-A podria requerir de 1a lisis de los oligodendrocitos, evento que
ocurriria en el sitio de la lesidn. Finalmente, se ha demostrado que existe un incremento en
la regencracién 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 dc la pobre regeneracion que sc observa después de una LTME, en el sistema
nervioso periférico se ha observado regencracién axonal, y céta es favorecida, pér la
participacién de las células Schwann (CsS). Las CsS fagocitan los residuos de'los :hervios
periféricos daiiados, producen factores troficos y secretan moléculas de ‘la matriz
cxtracelular que promueven el crecimiento axonal. Tomando en cuenta estos antecedentes,
se han desarrollado diversas estrategias para aumentar la regeneracion en la médula espinal
donde se carece de CsS. Una de ellas es proveer al tejido nervioso de diversos factores
troficos. Se ha puesto especial énfasis en la familia de las neurotrofinas como el factor de
crecimiento transformante (FCT), el factor neurotréfico derivado del cerebro (FNDCQC), la
neurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4/5 (NT-4/5), ademas de otros factores de
crecimiento como el factor 3 transformante que incluye el factor neurotréfico derivado de
la glia (FNDG). Probablemente el uso de estos factores tréficos resulte efectivo en-futuros

estudios de lesién traumatica de la médula espinal.

Factor de crecimiento newral. (FCN)



FACTOR DE CRECIMIENTO NEURAL (FCN)

El FCN es.un potentc cstlmulador del crecmnento axonal sensntlvo despues de una lesxon.

Una mfusmn contmua de FCN en la medula espmal roslral promueve el crecxmlento ‘de

axones sensuxvos dentro de’ la substancm blanca de la columna dorsal (Oudega e y Hagg,

1996; Ramer y cols 2000)

En otros estudios se édm inistr el_FCN dcspues de una LTME unlxzando un. transplzmte de

fibroblastos primarios que fueron modificados prevxamente para producu- y secretar FCN
dentro del sitio de la lcsxon, ‘los’ resultados dcmuestran ; que cl ‘FCN" promueve la

regeneracion (Tuszynski, 1997).

El factor de crec:m:ento derwado del cerebro (BDNF par sus szglas en ingles).

El BDNF ejerce.un efecto beneﬁco promowendo ]a regeneracmn axonal entre los llmltes

del tejido nervioso central y pcnfenco Nov1kov y cols., (1

BDNF. a ratas. La cuanuﬁcacmn de las motoneuronas grupo control'(no tratado)

demuestra que solo el 10%-:de-las células se’ preséfv

sobrevida de las motoneuronas y a las 12 semanas se bloquea completamente;la’ expresxon

de la sintasa del 6xido nitrico. Con estos estudios se ha demost ad ‘que la admmlstracxon

del BDNF induce abundante regeneracion de los axones de las motoneuronas. L

Facror dc. crecimiento bdsico de los fibroblastos (FCbF)
Después de una LTME se ha observado que se incrementa la sintesis de FCbF y sc ha

propuesto su posible participacién en los procesos de recuperacidén funcional. Con base en
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FACTOR DE CRECIMIENTO BASICO DE LOS FIBROBLASTOS (FCbF)

estos -antecedentes Novikov- y cols., (1997) adrmmstraron una: dosts de 3 .0.6.; pg/dxa de

FCbF en un modelo de- lcsmn traumatlca dc la medula espmal por contuston moderada en

ratas. En este estudlo los ammales fueron valuad ema\a ; po'tlesmn. Los

resultados mdxcan que exxste una mayor y os astrocitos Y

de la mlcrogl;a énel grupo tratado cuando, es U] o‘rc'oritrol' no-tratado.

Ademas tanibién‘sb probé que la adminiﬁtrééiéh ‘del;factor por: mfus:on mtrateca] reduce el

después:de.la lesion.: ‘or otra parte Teng y

dafio y favorece la recuperac:on neurologlc

cols.; (1998 y 1999) demostraron que el,tratamlent con‘el fact'ovrkfde crecimiemo de los

ﬂbroblastos 2. (I'CF -2) prewene la det’cxencx

resp .atonaudkekspjl:lés de‘una LTME a nivel

toracwo dlsmmuye la muerle d“ cuerno ,\}t:n’tral, responsables de la

inervacion de los musculos del s:stema resp:raton

Finalmente Lee y cols., (1999) cncontraron un efecto neuroprotector “del FGbF en un

modelo de lesién por contusién en ratas, mldlendo el te_udo preservado. -

Hormonas
Las hormonas esteroides son secretadas por las,glandulas adrcnales y las gonadas, sm K

cmbargo también son smteuzadas en e] snstema nerv:oso (neurocsterondes) Dlversos

reacciona con el radical peroml ademas algunos como elkl or,-es\tkrad,lol “el;17B-estrone'y el
17B-estriol actiitan como atrapadores de radicales librcs (Mukai y cols. 1990; Behl, 2002).

En modclos experimentales de la enfermedad de Parkinson donde se administra el



HORMONAS

metabolito . de; la l meul-4—fen|l -1,2,3,6- tetrahxdroplndlna S (MPTP) el MPP+' se ha

demostrado que los estrogcnos prev:enen‘ la ncurotoxxcxdad cJermda por el MPP+ Los

esteroxdes mcrcmentan la acuvtdad colmcrglca al tene efecto dxrecto e expxjesxon de la

pr’éV‘éniﬁ la: muerte

sulfato de pregnenolona act 1

NMDA mcrementando Ia concentracxo ';dc calcxo mtracelular, sm embargo se ha reportado

que el sulfato de pregnanolona mhlbe los la corncnte de’ calc1o mductda por la actwacxon

de los receptorecs NMDA.
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TRANSPLANTES

Transplantes = ;- o sowboin ol

nervioso dcspuésk de una LTME p anp'rom >

y cols. 1997) Los transplantes pueden estlmu]arv

adecuada; combmacwn de dwersos upos celulares y ]a mteraccmn on:.varios factorcs de‘

crecimiento (Taoka y Okajxma, 1998:1) Se han dcsarrollado ‘diversos: protoco]os como

cultivos celulares, transplantes de ce]ulas progemtoras neurona]e de embnones ‘dentro del

sitio de la lesidn en etapas crénicas, En estos cstudxos se ha demostrado que Ios transplantes

promueven una mayor recuperacwn funcxonal sin” embargo los mccamsmos que favorccen
la recuperacién funcional son poco claros (McDonald, 1999).

a) Neuronas deri vadas del SNC

Los circuitos neuronales en la medula esr;nnal regulan una complc_)a func:on motora existen
al menos dos sxstemas descendentes monoadrenergxcos para controlar al ststema nervioso
locomotorf Yy al SIStcma ‘nervioso autonomo, uno surge predommantemente del .locus
ceruleus, las neuronas son noradrenérgicas y sus prolongacmncs se locahzan a todo lo largo
de la. médula espinal, el otro sistema contienc pnnmpalmeme celulas serotomnerglcas Y se
origina en el nucleco del Rafe de la médula oblonga, sus proyeccxones sg'dlstnbuyen en el
cuerno dorsal y ventral de la médula espinal (Rossignol y cols. 1996).‘Tomando en cuenta
esta ‘informacién sc¢ han desarrollado algunos modelos expcri'meknlales con neuronas

noradrenérgicas Y serotoninergicas denvadas dcl tal]o cerebral de embnones de rata,

transplantadas en. 'la’ medula espinal’ lesionada por- hem:scccxon de’‘ratas’ adullas los
resultados han demostrado que existen patrones de reinervaciéon, y sinapsis tipicas

(Gimenez y Ribotta y cols. 1998). Por otra parte se sabe que después de una LTME se
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NEURONAS DERIVADAS DEL SNC

mcrcmenla la smlesm de. GABA (neurotransmlsor 1nh\b|tono) y que’ los: lrasplantes de

células embnonanas de Rafe regulan'la funcmn gabaerglca mamemendo vos mveles

amber y cols.,

entro'del .te_) 1do

medular lesxonado por hemlscccmn anivelde T-S en ratas adultas; utilizando canales mini-

guias de 1.25 mm 'de.dlametro por:3.0 'mm“de:largo,”los<resultados demuestrangqﬁ‘e"las

neuronas del’ trasplante del tejid

huésped hasta por 2 mm de: long ud tanto en la mterfase rostral como en la caudal.,

b) Ollgodendrocnos

secretar dxversos fac ores. de crec:mlcnto Y. por o tanto restablecer la conducc10n aproplada

del impulso nervioso (Menei y cols. 1998).'

Chen y cols., (1996) investigaron si el crecimiento axonal aumenta cuando se administra un

9]
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CELULAS DE SCH\VAAN

tratamiento con mculprcdnxso]ona (30 mg,/kg) con_]untamenle con_un: lrnnsplame de celulas

de Schwann de nervio cxauco penfenco punﬁcadas y postcnormente culnvadas dentro del

tejido medular les:onado por ecc n, ]os result do emostraron que el tratamlento con..

metilprednisolona favorelcjc'
d) Astrocitos -

A pesar de quc'l exiéte-rlaﬁ"tebx:iaf“defi'qué"'l' proleeracwn astrocmca responsab]e de la

fomlac:on de ]a cxcatnz en: la zona de les:on impide la egenerac1on axonal se han probado

transplantes de astrocitos’en: la zona. de lesion;’los resultados demuestran que se mcremcnta

Ia'cxcatnz:v(Frapkh, ykcovls. 1991),'ademas se

tos‘inmaduros en la.zona de lesién puede

Streit, 1998). Con base en estos anteccde’t
el sitio de la lesién podnan fay’orberc:r«la,ryegcn»e cién
P Células progenitoras mulﬁpbtcnaalc (stem:cells)
Estas células inmaduras se gcncran urante-el desarrollo embnonané Ve 1‘1avn sidc;‘aisladas
del cerebro (células embrionarias de mcsencef‘alo) o de la médula espinal. Con el propdsito

de obtener resultados eficientes en la reparacian del tejido nervioso, estas células son




CELULAS PROGENITORAS MULTIPOTENCIALES (STEM CELLS)

manipuladas - con metodos de -ingenieria--genética - para - mducnr la smle51s ‘de: protexnas,

especificas como ncurotrof'nas _neurotransmisores,’ enzxmas"'

extracelular y moléculas de adhe;io’n superficial (Bafarnl y~

Estos resultados no aportan evidencias de que las celulas se hayan d1 ere cxad en

ncuronas, sm embargo sc' encontro un fenotxpo gllal por mxnunohxstoquxmlca-(Zompa y

cols. 1997) =

También se han nycctado cclulas precursoras multlpotencxales denvadas e la medula fetal

a través dc la dura madre en el cordon toracxco de ratas adultas. Los resultados obtemdos

muestran que el te_]ldo donador rellena los espacnos en el eplcentro de lat lesxon ademas se

extiende rostral y caudalmente mas de 7'mm. Los estudlos 1nmunohlstoqu1m1cos revelan la

invasién del transplante dentro de las f'bras del huesped sm embargo los estudios de

conducta evaluados a través del anahsls de la base de. soporte y la longltud de la zancada
concluyen que la actw:dad motora espontanea no me_]ora, solamente se muestra una mejoria

sngmﬁcatlva 1 semana despues del transplante (Reler y cols. 1992)

En un estudxo reallzado recxentememe ‘'se’; transplantaron celulas lroncales dentro de la

médula espma] toramca de rala 9. dlas despues una:lesion; traumatlca. EI ana1151s hlStO]OglCO

de 2 y 5 semanas despues muestra que as,celulas transplantadas han mxgrado 8 mm-

alrededor del borde de la lesién y- se han diferenciado en neuronas, astrocitos y

oligodendrocitos. El analisis de la calidad de la marcha demuestra que los animales tienen




CELULAS PROGENITORAS MULTIPOTENCIALES (STEM CELLS)

buen soporte del trcn posieriory ademas.la.marcha’es.coordinada (Mchnal yr,‘c‘)lsr.:;l:9979).' o

2) Flbroblastos modxﬁcados geneucamcme

remlellnlzacxon axonal Este efecto fuc probad

lesionadas pb"r contl 1516 V"Los i'broblastos fucron mampul dos 2 néticam

capacxdad de smte 1zar le rsas neurotroﬁnas como 1 neur rofin 3,(NT-3) factor

neurotrofico denvado del cerebro (BDNF), factor neurotrof‘co cnlxar vfactor de crecimiento

neural, factor de crccxmlcnto béswo de los ﬁbroblastos y como grupo comrol implantaron

ﬁbroblastos con capac:dad para sxnteuzar beta-galactosxdasa" 10 semanas despues de la

lesién, observaron que, todos los transplzmteS'conteman‘axones, embargo los que

contenian NT-3 y BDNF mostraron sxgmf'catwamente mas axones cuando se compararon

con el grupo control, o con los transplantes que producxan otro tlpo de faclor dck‘

crecimiento, ademas se detectd mayor cantxdad de protelna basxca de la mxelxna en ,’los-

transplantes que también smteuzaban NT3 y BDNF estos resultados sugxeren un'

incremento en la mlehmzacnon. Fmalmente para deterrmnar sila mxelmogenesxs se asocxaba»

con la proliferacién de ohgodendrocxtos se uuhzo bromodeoxnundma (BrdU) como

marcador de la dlvblslon‘celurlar. Los: resultados‘ demostraron que en los transplantes con
NT-3 y FNDC sc observé una mayor cannda;l de ohgodendrocnos posmvosia‘BrdU que en

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

como resultado de un incremento en la proliferacion de los oligodendrocitos.




FIBROBLASTOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

) Glia envolvente del bulbo o(fatorlo (ensheanng cella).

EC, sin embargo tafnb se ha bservado recupera 1on f'uncmnal utlllzando umcamente .

EC (Ramon-Cueto Y cols. 2000) :

Farmacoterapia después de una lesion traumdtica de la-médula espina:

Corticoesteroides

El uso de los corucoesleroxdes en el tratamlento "de’'la lesién medular se ha estudxado:

ampliamente, se sabe que su empleo: resulta beneﬁco por las propxedades anmnﬂa.matonas{f

de estos farmacos reduciendo la’ fomacxon de. edema generado’
inflamatorio local (Ducker 5% Zendman 1994) La Mctllprednlsolo ;
farmaco de eleccién para el tratamlenlo del pacxente con LTME Se _be que Ia MP ‘ejerce

un cfecto ncuroprotector al suprimir la rcspucsta mﬂamatona txsuldr via la mhlblcxon de la

funcion de las células inflamatorias, incluyendo la quimiotaxis (Espersen y cols. 1989), la
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FARMACOTERAPIA DESPUES DE UNA LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL

I‘agocuosxs (Becker'y Grasso, 1985) .la sintesis de. mediadores mﬂamatonos y.la liberacidn,

de enzimas llsosomalcs (Schlelmcr y co]s 1989; Bartholdi'y Schwab 995) Ademas la

MP, tiene la capacidad de mhlbxr a la fosfolipasa A (Hargreaves y Cos‘ 990)"cn21ma

que catahza la hberaclon del acxdo araquidénico de los fosfollpxdos de'la mcmbrana que a

su vez dan inicio a la formaciéon de eicosanoides’ smtetl "do “por:la; actxvacmn de 1a

ciclooxigenasa y la hpoomgenasa La produccxon ide exace A la rcspuesta

inflamatoria y por lo tanto la produccwn de radlcales libre (RL)'(Wllllams y nggs, 1988 i

ademas,

los criterios ‘de "evaluacién ' usados:.en

lesionado o si la recuperacion neurolégica era por ‘debajo ‘de la lesién. Los resultados

confirmaron quec cl inicio del tratamiento con MP debe ser dentro de las primeras 8 h

]
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FARMACOTERAPIA DESPUES DE UNA LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL

después de la lesién, sin embargo, en pacientes con lesxon medular completa no se. observo

mejoria alguna por el tratamiento (Bracken y cols.: 1997) No obstante estos halla7gos, los

resultados del NACIS 11 fueron amplxameme cuestxonados. En un tercer ‘estudio” (NASCIS-

III) se desarrollo un nucvo tratamiento dc 48 h con MP mlcxando ‘coniun olo de 30mg/kg

iv. seguldo de una mfusnon contmua de 5 4 mg/kg/h por 48 h que podna llevara una' me_lor

recuperacnon keurologlca que la dosis amcnormente empleada (un bo]o 1mcxa1 de 30mg/kg

en los pnmeros 15 mmutos y 45 mmutos despucs una mfusxon contmua de 5 4 mg/kg/h por

24 ), ademas en estc mxsmo estudlo se probo la eﬁcacxa del mesﬂato de nnlasad (MT) un

potente farmaco no glucocortlcoxdc que uene la capac1dad de mhxblr la hpoperox1dac1on,

finalmente tambxcn se evaluana a admmxstracxon de la MP en pacxemes con lesxon

completa y. lesnon mcompleta En este estudlo no se mcluyo un: grupo ‘de pacientes a los que

solamente se les’ tratara con lacebo ya que prevxa.mente se conocian:los benefic:os"de la

MP (Bracken 'y cols. 1997 y 1998), sm embargo tambxen n:este estudio se. excluyeron los

horas no asi en los pacientes que iniciaron _el tr' tamxento despues de las Y. asta las 8

horas, ellos deben someterse a un tratamlenlo por 48 horas, finalmente en los pacnentes
tratados con mesilato de tirilazad por 48 horas presentaron me_]ona funcxonal solo con la
administracién conjunta de MP por A24 hAorask(Bracken Yy cols. l997),~(tabla I).

Aminoesteroides (Lazaroides)

En diversos reportes de la literatura se ha mencionado que los 21-aminoesteroides, parecen
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21 AMINOESTEROIDES (LAZAROIDES)

tener un. efecto.neuroprotector después_de_una lesidn al SNC con base en tres diferentes
mecanismos’ de ‘accidén: 'a) acttian como atrapadores de- RL; espectalmcmc del radlcal
hpoperox:lo e hidroxilo (Braughler y cols. 1988) 1nh1bxendo la LP, b) funcxonan como
quelantes del hierro (Hall y cols. 1992; Coates y cols. 1995) y, ¢) mantienen los mveles de
vitamina E, actuando sobre ¢l nicleo hidrofébico de las membranas cclﬁlareé cbn un éfecto
estabilizador sobre estas (Hall y cols. 1992). En modelos experimentales delesio’h medular
se ha observado que favorccen la recuperacion funcional y previenen la dismindéiér} del
flujo sanguineo consecuencia del traumatismo (Coates y cols. 1995) El él-aminoesferoide

U-74006F mesilato de tirilazad (MT) fue probado por Anderson y cols (Anderson y cols.

1988) en un modelo experimental de LTME en gatos. En este estudlo, se evaluo ‘el efecto

flujo sanguineo.

Por otra parte, los mculammocromanos son farmacos ‘desarrolladosi a partr de los -

quxmlqa'po‘r ‘la
éhén écéidﬁés .
’mayor poten ia: (cmco veces mas
aproxumadamente) Se ha demostrado un aumento en la rccuperacxon neurolégica en.

ratones con LTME tratados con este farmaco (Hall y cols. 1992).
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TABLA I

Tabla [. Efecto del tratamiiento con Metilprednisolona administrada sola o en combinacion con otros fdrmacos en pacientes con

LTN Reportes de los tres estudios realizados por 1a National Acute Spinal Cord [njury Study.
Tipo de Investigacion Fiarmaco y dosis Resultados

NASCIS-1

Evaluacion de 330 pacientes
Condiciones del estudio:
Dos tratamicntos

a) Dosis bajas de MP

b)  Dosis altas de MP

a) Dosis altas de MP. | bolo inicial de 1 g
i.v.y 1 g/dia por 10 dias

b) Dosis bajas de MP. | bolo inicial de 100
mg i.v. y 100 mg /dia por 10 dias

Se requicre de una dosificacion intravenosa
prolongada.

La MP ticne una curva dosis respucsta bifasica
Su dosificacion debe ser mas frecuente.

NASCIS-2

Evaluacién 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

a) MP: 1 bolo inicial i.v. de 30 mp/kg
durante 15 min., una pausa de 35 min
e infusiéon continua por 23 h a una
dosis de 5.4 mg/kg/h

b) Naloxona: | bolo inicial de 5.4 mg/kg.
pausa de 45 min. ¢ infusién continua
por 23 h a una dosis de 4 mg/kg/h.

Tratamicnto con MP dentro de las primeras 8
h después de la LTME, mejor recuperacion
funcional a las 6 semanas y a Jos 6 meses.
Inicio del tratamiento con MP después de las
primeras 8 h, no existe recuperacion funcional.
Tratamiento con Naloxona no se¢ observa
recuperacion funcional

Complicaciones y mortalidad similar en todos

los grupos

NASCIS-3

Evaluacion de 499 pacientes
Condiciones del estudio:

Tres tratamientos

<) MP/24 h

d) MP/38 h

<) MT/48 h

Dos tiecmpos de inicio del tratamiento
b) Dentro de 1as primeras 3 hrs.

<) A partirde las 3 h y hasta 8 hrs.

a) MP: 1 bolo inicial i.v. de 30 mg/kg ¥
una infusién continua por 24 0 48 ha
una dosis de 5.4 mg/kg/h

b) MT: 1 bolo de 2.5 mg/kg cada 6 h por
48 hrs.

Inicio del tratamiento con M¥P dentro de las
primeras 3 h, mejor recuperacion funcional en
los tres grupos.

Tratamiento con MP por 24 h, disminucién de
l1a recuperacién funcional a las 6 semanas y a
los 6 meses en los pacientes en 1os que se
inicié el tratamiento a partirde 3 h y hasta 8 h
despuéds de 1a LTME

Tratamiento con MP  por 48 h, mcjor
recuperacion a las 6 semanas y a los 6 meses
en los pacicntes en los que se inicié el
tratamiento a partir de 3 h y hasta 8 h después
dela LTME

los pacicntes  tratados con MT (48 h)
mostraron una recuperaciéon similar que la de
los pacientes tratados con MP durante 24 hras.
Conclusiones:

a) Inicio de la administracion de M P dentro de
tas primeras 3 hrs., tratamicento por 24 h b)
Inicio de la administracion de MP entre 3 y

hasta 8 h, tratamiento por 48 h

NASCIS, National Acute Spinal Cord Injury Study; MP, Mctilprednisolona: MT, Mesilato de tifilazad; LTME, Lesion traumdtica de la

meédula espinal.
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ANTAGONISTAS DE RECEPTORES A OPIOIDES

A utagolustas de reccptores a oploldes

El mcrememo de los mvcles cndogenos de opxondes chpues de una LTME ensu fase aguda

y la subsecuente acuv 1on de sus receptores puede contnbulr a’ cxaccrbar el dano

sccundano.‘ Por esta‘razon se han desarrollado ,estrateglk g farmacologlcas utlllzando

antagomstas para Ios rcceptores oploxdes. T e

anlagomsta no especnﬁco d

con un amagomsta para el &l actor acuvad 'r de las plaquetas elfBNS”O"l

mejora la funcxon neurologxca ;en un modelo,expenmental de: LTME reahzada engatos a

nivel de la sexta vértebra cervical (Xiao y cols. 1998).
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ANTAGONISTAS DE RECEPTORES A OPIOIDES

Finalmente en un estudio realizado por‘ Chang “y.cols., (2000) . para tratar_ de esclareccr el.

mecanismo por el cual la; naloxona uenc efecto ncuroproteclor en modelos de leston

medular, se evalué el efecto d la naloxona sobre la produccxon dc amon superoxndo y NO

probablemente una dlsmmucmn del estres oxxdante Y.¢ e daﬁo celular( bla

Gangliosidos

Los .gangliosidos son complejos: de glicolipidoséci‘d‘kos ‘qixe" estén‘ p‘resc'nte‘s ~en: altas
concentramones dentro de las células en el SNC como un omponente 1mportante de las X

membranas (Geisler y cols.. .. 1991;. : Schwab

Asi mismo se ha reportado que el' ganghosxdo GM
libcracion de aminoacidos excntatonos (Rhoney y cols 1996) En un estudno realizado por

Geisler y cols., (1991) administrando el gangliosido GM-1 dentro de las primeras 72 horas
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GANGLIOSIDOS

a una dosis de 100mg/dia i.v..durante 18 a 32 dias, observaron que después de un afio de

evaluacién se presentaba una mayor recuperacién neurolégica-en'los pacientes-tratados:con

dicho farmaco.

tratamiento con Sygen solo proporcxona beneﬁc1os a pacxcntes con leswn traumatxca severa

(tabla 11) (Gexslerycols. 2001) L SR e e

Regulacion de canales de calcio .
El incremento excesivo en la concentracidn del calcio intracelular dispara mecanismos de

dano que llevan a la muerte celular ya sea por apoptosis o necrosis. Diversos autores han
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REGULACION DE CANALES DE CALCIO

estrategia terapeutxca. Con base ‘en: este planleamlento

la ASIA (que cv’albﬁa'lizié'deﬁde cias motoras'y sensitivas)"dux‘aﬂt n‘afio.: Los: résxﬂtados

ndican qu‘e'fno se ~obsérva’ : fecto: beneﬁco en:los

pacientes tratados: con MP n con mmodlpma En este estudlo los autores sugleren que el

tratamiento con metxlpredmsolona ycon mmodlpma en pacxentes con LTME deberia ser

reconsiderado (tab]a‘ II)

Antagonistas ’oibloq‘z;eédbres Je réceptores NMDA y No-NMDA

Después de producxrse una I_.TME cxxste una- liberacidén de gran cantxdad de aminoéacidos

cxcntatonos, como el glutamato Y c aspanato que al unirse a sus: receptores desencadenan

cl fendmeno de ]a excuotoxxcndad quc Jue&a un papel muy lmponante en: los’ procesos de
dafio secundario. Los antagonistas competitivos pueden causar inhibicion de los receptores

glutamatérgicos del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) al unirse a los sitios de
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ANTAGONISTAS O BLOQUEADORES DE RECEPTORES NMDA Y NO-NMDA

rcconocnmlento del glutam to los famxacos antagomstas no competmvos se-unen aI canal—

asociado - “al receplor ‘NMDA 'y produc 7‘ nhxblcnon “del receptor. Exxsten adeas

(1998) donde se concluye que la ‘iactiy'v

apoptosis en un cultivo celular de. motoneuronas de’embriones-de.pollo

Finalmente 'Lang—[;ah'dunzki":y.f cols.;’(1999) proponen’ el 'uso:del nlruzél,'«f'un'gféi’maco
neuroprotector con capacidad para bloquear la neurotransmisién glutamatérgica. En su

cstudio los autores desarrollaron un modelo experimental de isquemia medular en concjos,
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ANTAGONISTAS O BLOQUEADORES DE RECEPTORES NMDA Y NO-NMDA

que rccibicron'una d051 luzol de 8: mg/kg i.v. antes de. la 1squem1a los resultados

der

demostraron quc e] n]u 'ol atcnua la necrosns, la: apoptosns y la proteohsns del cnoesqueleto

1nduc1da por la 1squemla esto de manera dosxs depcndxentc (tabla II) . ; i

1994 Moalem y cols., 2000) asi como, la sintesis del NGF en los linfocitos B, los

macréfagos, la microglia, los mastocitos, los cosinéfilos y los baséfilos, (Torcia y cols.,
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MANEJO DE LAS REACCIONES DE LA INFLAMACION

1996;. Elkabes y.cols,, 1996' Heese y cyols. 21998;  Leon y: cols., 1994; Solomon y cols.,

1998; Burgi y cols.; 1996) ademas se observo que los: lmfocxtos B: y los monocnos tlenen

la capacidad de smteuza BDNF Con base en estos hallazgo ; se ha: sugendo que el efecto

art1c1pan en la respuesl nﬂamaton

neurOprotector de las celulas que:

capacxdad que uenen de sintetizary secretar factores trot‘cos como el DNF R NGF asx

como ‘diversas ncurolroﬁnas, sin embargo la autommurudad debe estar presente en el

uempo correcto y con Ia ntensxdad adecuada (Hauben y'Sch\vartz, 2003)

Modulacio’n de Ia‘r"esﬁues‘n’z ﬂ
El enfoque propucsto de modul spuesta nﬂamatona despues ‘de la lesxon ha. Ilevado a
desarrollar otras estrategxas terapeutlcas como la atenuacnon de la mxgracton de los

leucocitos. Con base en  estos  antecedentes-se ‘han’ utilizado ;anncuerposrmonoclonales'

especificos dirigidos contra las moléculas'd adhesm’nqhe*lnéldyen;la selectina-

1997a)

cols. .efectos.

plaquetaria lo que trae como: consecu vel fenomeno de isquemia. Para tratar de‘
contrarrestar este fenémeno se han esarroll doveétralegias terapéuticas para inhibir a las
enzimas responsables de la sintesis de estas moléculas (ciclooxigenasa y lipooxigenasa).: En. .

un modelo experimental de LTME en gatos, sc probd la eficacia de la naloxona comparada

con una combinacién de indometacina/heparina (4 mg/kg y 300 U/kg respectivamente) y
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MANEJO DE LA RESPUESTA INFI.AMATORIA

prostaciclina (20Ung/kg/min), los tratamientos fueron iniciados 1 hora después de 1a lesion,
los resuhlados demostraron que existe una recuperacion neuroldgica significativamente
mayor en todos los grupos ratados cuando s comparan con el grupo control al cual solo sc

le administrd placebo, por otra parte la eficacia de los ratamientos fue similar en todos los

grupos (tabia 1) (Hallenbeck y cols. 19830,

Inmunosupresores
El Tacrolhimus (FK300) un inmunosupresor que es utilizado cen la clinica en pacientes
sometidos a transpiuantes, ha demostrado incrementar la velocidad de regeneracion del
nervio ciatico de la rata (Gold y cols. 19935).  Por otro lado Bavetta v cols., (1999)
demostraron  en un nodelo experimental de LTME en ratas, que el FRK306 administrado a
uni dosis de O.5 0 2.0 mg/kg aclia como agente neuroprotector v regenerador sobre axones
de la columna dorsal de ia mdédula espinal, ademas los autores comparan al FRKS06 con la
MP y concluyen que el FRS00 ¢s mejor neuroprotector que la MP.

Finalmente otros tratamientos incluyen el iloprost, el mesilato de gabexate que inhiben la

activacion de los leucocitos y disminuyen el disturbio motor después de una compresion de

Ia médula espinal (tabla II) (Taoka y cols. 1997b).

Antioxidantes
Como ya s¢ menciond previamente, después de una LTME sc incrementa la produccidn de
radicales  libres originando estrés oxidante. bajo estas condiciones se desencadena cl

tenonmeno de hpoperoxidacion que dana las membranas celulares, se ha sugerido que esto

pucde Hevar a la degencracion celular postraumatica. Asi. numerosos cstudios han evaluado
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ANTIOXIDANTES

el uso de diversos. agentes. farmacolégicos para inhibir el estrés oxidante. Kaptanoglu .y
cols., (1999),y Abc y cols., (1997), admmlstraron el mexllaune y el'OPC-14117 a dosis de
50 mg/kg i.p . y de ]0 a 30 mg/kg. respectlvameme para probar su capacidad antlomdante
en un modelo expcnmcntal de LTME, Ios resultados demostraron que el tratamiento’ con

dichos fdrmacos disminuye la llpoperomdaclon : rotcge ‘la ultraestructura. del te_udo

medular después de la lesidn, ademas el OPC-1411~ uvo la‘,capacidad de*preservar a las
motoneuronas.

Otro farmaco que se ha propuesto como agente: P dt'eépérv;»'por su. capacidad: para

atrapar diversos radicales libreskcomo el fadiéa hidroxil el%peroxyilo y el a]coxilo y

prevenir la oxidacidén de los grupos tioles (SH) de las prot nas, esel plrudou'ldol estobadln

de grupos SH en el tejido y disminuyé. latll ' stchla'

intracelular de secuestro del calcio Yy dxsmmuyo la ox1dac1on de llpoprotemas :de ba_la

densidad que juegan un papel 1mportante en: e] desarrollo de ateroesclerosxs (tabla II),

(Horakova y Stolc, 1998).

Regulacion de la sintesis de NO’

Después de una LTME se incremeénta la actividad de las tres isoformas de la sintasa del

oxido nitrico, y por lo tanto las concentraciones de NO' podrian ser citotdxicas. Diversos

49




REGULACION DE LA SINTESIS DE NO

estudios dcnlucstran que el uso de inhibidores: de la smteSIS de oxido nitrico acelera la

recuperacxon molora despues de la lesién de la medula esplnal Nemoto y cols. (1997),

demostraron que la adnnmstracxon de N(G)- monomeul L—arglnlna (L—NMMA) a una dosxs

dc 10 mg/kg favorece la recuperacién: funcxonal en:ratas Asx mismo Hamada y cols.,“

(1996) admmlstraron, durante la fase aguda d .expenmcntal en
ratas, NG-nitro-L-arginina metilester (L-NAME).: Los ‘e'sulladosr,mo_straron:que el uso de
este firmaco promueve una mayor recup,éraéiéxi”fuhi:io'nal que la observada en los animales

que no fueron sometidos a dicho tratamiento‘ sin embargo la'participacién del 6xido nitrico

después de una lesién no solamente: tlene efectos cxtotoxxcos potenc1ales, S'an tamblen

puede tener efectos benéficos como su partlcxpaclon n:la; vasodxlatacxon con base en estos

antecedentes se han utilizado 1r}h1b}dores especificos'de las tres‘lrs,o‘fom‘lkas de la*SON. Hu »y

cols. (1999), administraron aminoguanidina

especiﬁcamentc a la SON nduc'ible\‘(pr‘opde'sté n 1

del . 6xido mtnco cxtotoxxco) .y un mh1b o de

mtroxndasol a una d0515 de 17 p.mol, en,este.trabajo St

administracién de dinorfina.’ Los resultados sugxeren que-la:produccién'moderada’d omdo:

nitrico en las células endotehalcs nenc un aparente efectoneuroprotector. mientras’ que la

sobreproduccion de 6xido mlnco a mvcl neuronal induce neurotoxicidad

de:ila:medula; espmal por

Asi mismo Zang y cols.: (’)003) en .un modelo de'lesior

compresion en ratas demostraron que el tratamlemo co ammoguamdma admmlstrada 1

hora antes una lesmn y 8, 24 y 36 horas,despuésdel‘daﬁo; mh_lbe]a’ apoptosis y mejora la

funcién motora



OTRAS POSIBLES ESTRATEGIAS

Orras posibles estrategias . . oo

experimentales de lesién medular:en ratas. Suzer v cols., (1999) 'prob' o os diferentes o

dosis de MgSO4 (300 y 600 mg/kg) y demostraron que tlene un efecto neuroprotector sobrek :

la transmisidén eléctrica somatoscnsonal y sobre 1a lxpoperoxxdacxon de manera d051s

dependiente.

Tratamiento en la etapa cro'nica de la LTME :

1 tratamxento en ctapas cromcas

El tratamlento con 1a 4—ammop1nd1na es una opc:on para

de la LTME. ‘Es uny;farmaco con efccto mhlbltono sobrc Ios canalcs de” polasxo. Su
administracién . promueve la recuperacion de la f'uncic'm neurolégica (tabla II) (Scgal y cols.

1999).




TABLA 11

TABLA . TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS EN LA LESION

IRAUMATICA DE

_A MEDULA ESPINAL

Ageate Efccto Modelo experimental | Referencia
Corricoesteroides Antiinflamatorio, reduce 1o formacion de edema, | En humanos  y  en | Bracken y cols., 1985,1985,1992.1997y
Metilprednisolona antioaxidante, Inhibicion de la fosfolipasa A animales 1998,

Tratamicnto no benéfico Pointillant y cols.. 2000
21-Aminocsteroides (Lazaroides) Antioxnidante (inhiben la peroxidacion). mantiene in humanos y | Blaighler y cols.. 1988Hall y cols., 1992
Li-73006F Mesilato de tirilazad los  niveles de vitamina By previene  la nimales Coutes y cols., 1995

dismi ion det flujo Anderson y cols.. 1988
Antagonistas de receptores opioides | in pacientes no Liene clectos benelicos I'n humanos y en | Olsson y cols., 1995
Naloxona En Jel imales f la recupcracion | animales Bracken y cols., 1992 y 1993

funcional y disminuye 1a produccion de superaxido Xiuo y cols., 1998

en la microglia Chang vy cols., 2000
Gangliosidos tncrementa la velocidad de crecimiento neu: Ln  humanos y en | Geisler y cols., 1991

lotetrahexo-sil liosid. estimula {a regencracién axonal. animales Imanaka y cols., 1996.

(gangliosido GM-1) Atenuaa la lit ion de idos i io Rhoney y cols.. 1996
Regulacion de canales de calcio Bloquea los canales de calcio, reduce 1a isquemia | En humanos  y  en | Fehlings y cols., 1989,
Nimodipina postraumatica. animales Pointillart y cols., 2000

Tratamiento no benéfico.
Anragonistas de receprores NMDA y | Inhiben la excitotoxicidad originada después de una | En animales Haghighi y cols., 1996
no-NADA LML Liu y cols., 1997 VonEuler y cols.. 1997
Dizocilpina (MK-801) Inhiben la apoptos Anneser 1998 Wada y cols., 1999
NBQX . Bloqueo de la neurotr i Pq Erica Lang-Landunzki y cols., 1999
Rilivzol.
Moduladores de  la Y Disminuye lar inf ia. En animales Hallembeck y cols., 1983.
infl ia e i CSOres Inhiben la activacién de leucocitos. Taoka y cols., 1997
Naloxona Disminuye la lipoperoxidacio Diaz-Ruiz y cols., 1999 y 2000
tloprost, mesilato  de  gabexate. | Sei la velocidad de r i6 Gold y cols., 1995
Ciclosporina-A, Bavetta y cols., 1999
Tacrolimus (FK-500)
Antioxidaantes Disminuyen la lipoperoxidacion, preservan a las | En animales Kaptanoglu y cols., 1999.
Mexilatin, OPC-14117 motoncuronas, previenen la oxidacién de grupos Abe y cols., 1997,
Estobadin de pirudoindol SH tlorakova y cols., 1998.
Inhibidores de la SON Aceleran la recuperacién motora, En animales Nemoto y cols. 1997
N(G)Y-monometil-L-arginina .- {iamada y cols.. 1996
NMMA) Hu y cols., 1999
NG-nitro-L-arginina . metilester (L-
NAMILD
Aminoguanidina, T-nitroindasol
Clenbuterol Agonista de receplores 3 - adrenergicos, estimula | En animales Zeman y cols. 1999

la sintesis de diversos factores tréficos.
Clometazol (CNMZ) Incrementa la actividad  de  los  receptores | Enanimales Farooque y cols., 1999

G ABAcrgicos, mejor recupericion motors
Sulfato de Magnesio Disminoye  la | hpoperosidacion,  mejora  Ta | 'n ammales Suzee y cols.. 1999

transmicion cléctrica somatosensorial.
I-aminopindina inhibe  lov  canales de potasto,  favorece  da | En humanos v [ Scgal y cols., 1999

animales

recuperacion neurologica

ETNMEL | evion traomatica de la miedula espinal.
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CICLOSPORINA-A

Ciclosporina-A

La ciclosporina-A es -un firmaco inmunosupresor, lipofilico, neutral 'y cxchco de 11-
aminoacidos, con un peso molecular de 1,202.6 extraldo del hongo Tolypocladmm

inflatum Gams. Su sitio inmunosupresor se localiza en los‘ammoacxdos colocados en_las

posiciones 11, 1, 2 ¥ 3 (figura 3).
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Figura 3. Estructura quimica de la ciclosporina-A. (Diagrama de Kahan, 1989)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Metabolismo
En el hlgado la CsA es converuda por las 1soenzm1as de la superfamilia del citocromo P-
450 en” metabohlos quc retlcncn ‘la-. cstrucktura y que son de alta polaridad. La

coadministracién de drogas que interactuen con el sistema de citocromo P-450 pucden

afectar ¢l metabolismo de la CsA.
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ABSORCION

Absorcion
La absorcion de todos. los fzirmacos depéndc en gran parte de la dosis, asi como también de
sus proplcdades f'smo qulmxcas y fnalmeme de la v1a de admlmstramon ‘La absormon de

la CsA adm:mstrada via mtravenosa ‘es completa mientras que la de la admmlstrada via

oral es muy vanable.

Distribucion.’

La mayor parte de la CsA en'la c1rcu1acxon se asocxa con lxpopretemas de alta, ba_]a Yy muy
baja densidad (34 34y 10 respectlvamente) y con qullomxcrones (Ryffel B y cols 1988).

El lugar de mayor deposxto dc la CsA es en el hxgado.

Eliminacion

La CsA sc elimina principalmente a través de la-bilis mediante su metabolismo y una

pequeifia porcién se elimina vi’a renal.’

La CsA es un farmaco accesxble _con, un csqucma de admlnlstracxon ya ;

modelos de LTME (Ibarra y cols. 1996) ademas actualmente la CsA ! dejado de estar en

fase experimental ya que una’ gran canudad de estudlos clxmcos (Vnes y cols. 1990

Hodgkinson y cols. 1990) y expenmemales (Nakasasu y cols 1990 y Green 1988) apoyan

su eficiencia.

Mecanismo de accion dé la ciélosporin[z—A :
Su cfecto inmunosupresor fue descrito por Kahan en 1989 (figura 4) a través de su

capacidad para inhibir la transcripcién de la IL-2 y de su receptor en los linfocitos T CD4+.
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MECANISMO DE ACCION DE LA CICLOSPORINA-A

Al ingresar al citoplasma celular se une-a una protclna denommada cxc]oﬁllna (CP) estc'

complejo (CP-CsA) inactiva a la ca]cmeunna ‘una p lem fosfatasa . 2B’ enna/;reomna k

lta‘aﬁni‘;iz;diqufr',vel ‘
.",‘, 1ente dé
a%" (Tallant y cols. 1988). :
Al inhibirse la actividad de. ia "

substratos banco de esta import

actividad de 1a SON Com

Este efecto fue’ dﬁémostrado en “cl:trabajo 'realizado por :Trajkovic '’y “cols. '(1998),
administrando CsA al medio de cultivo, se pudo observar la inhibicién de la activacién de

la SONIi cn una linca celular de glioma CG6.

W
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MECANISMO DE ACCION DE LA CICLOSPORINA-A
Sin embargo no solo se pueden regular las concentraciones NO por inhibicién de la enzima

sin también por la expresion.

Sc ha propuesto que el efecto xnmunosupresor de la CsA podna tener accxon directa sobre

Goldner y Patrick (1996) realizaron un estud'o e mmuno 1stoqux ’ic'zi para determinar la

distribucion de la CP en el cerebro de la rata dulta y los resultados mucstran que- la CP se

encuentra presente cn todas las neuronas del cerebro, yes poco sxgmficzmva su presencia en

células gliales, también se observo la presencxa de CP en las celulas ependxmales o piales.

Por otra parle se sabe que Ia cncloﬁlma fomxa parte dcl poro de lransxcxon de permeablhdad

n'utocondnal 1mponante durante el mclo de la apoplosns. .

Decspués de un dano al sxstema nervioso.la’ homeostasns del calc1o se plcrdc y el incremento
cn las concentraciones mtracclulares de este pucde tener efectos téxicos que desencadenan

el proceso denominado apoptosis, durante este proceso se observa una degradacion
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MECANISMO DE ACCION DE LA CICLOSPORINA-A

del DNA nuclear- por activacién.de cndonucleasas espeancas (actlvadas por. ca1c1o), asi

como la activacion de algunas {’osfollpasas (fosfohpasa "A y fosf‘olxpasa C) cuya accxon

lleva a la generacién de radicales libres, ademas se actlvan enznmas calcm-dependlentes

altamente citotéxica que

inhibe algunas enzx‘

(MPTP), lo que sugiere que este es un medxador clave en cste proceso (Kristal 'y Dubmsky -

1997). A través del MPTP se liberan molcculas que’inician el proceso apoptotico comorrel )
citocromo ¢ y factores inductores de la- apoptdsis que»actnvan .a Alas caspasa. (enzuﬁas

proteoliticas). Se ha demostrado que cuando la CsA se une a la:CP-D (mmunof’lma que

forma parte del MPTP) se inhibe la sahda del cxtocromo ca traves del_MPTP{ Y. por lo tanto

protege a las neuronas de la muerte por apoptosis (Ruiz y cols., 2000 Gold 002) (ﬁg. 5).



PARTICIPACION DE LA CICLOSPORINA-A DESPUES DE UNA LESION

,I’artu'.'lpacton de la ctclosporula-A despues de una lesion

Un estudlo realiza p,en,ni.l_cstr > laboratono (rbarra y cols. 1995) se demoslro que ratas con

LTME‘»sevér'a 'n tratamlenlo con CsA presentaron una  recuperacion
funcional sign

Finalmente Diaz

comprobar que el tmtamxento con CsA no tiene efectos secundarios que pongan en pehgro

la sobrevxda dc los animales.

Liberacion de Glutannto

-
————® _ATivaciin 4s 1a
Calcine

urina,
- . nhiblcion de Ia
: . expresicon de:

SODMn

A »de NO- Proteina Becl2

Figura 4. Posible c¢fecto de la Ciclosporina-A despuds de una lesion traumadtica de la médula

espinal sobre la actividad de la sintasa del oxido nitrico y el fuctor de transcripcién NFEB. MGluR:
receptor metabotropico de glutamato; NMDA-R: receptor N-metil-D-aspartato; GluR: receptor de

glutamato; VSCC: canales de Ca”" sensibles a voltaje: PLC: fosfolipasa C: PIP:: fosfatidilinositol

4.5 bifosfato; DAG: diacilglicerol: IP,: inositol 1,4.5; trifosfato; G: proteina G; SON: Sintasa del
oxido nitrico; CsA: ciclosporina-A; CyvP: ciclofilina: SODMn: supcroxido

manganeso. (Diagrama modificado de Siegel v cols. 1998)

dismutasa  de
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PARTICIPACION DE LA CICLOSPORINA-A DESPUES DE UNA LESION

Incremento de
Daito Celular —_—_— [Caz2ji

BAX. BAK l

Activacion de
Apertura de MPTP Calcineurina

X

Cierre del MPTP
por BCL-2

Bioqueo del MPTP
por CsA

AMtozorana

Cyic

Apaf-1

¥

Caspasa-9

¥

Caspasa-3

-~
- —) ruerte Apoplotica

Figura 5. Posible efecto de la ciclosporina-A4 (CsA) sobre la inhibicion de la calcineurina y la
union a la ciclofilina en la cascada apoptética. CyP-D: ciclofilina-D; MPTP: poro de transicién
mitocondrial; BAX, BAK: proteinas apopidticas; Bcl-2: proteina antiapoptdtica: Cyt c: citocromo
¢ ALF: factores inductores de la apoptosis. (Diagrama modificado de Finkel, 2001).
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JUSTIFICACION

La lesidon traumatica de la médula espinal es un problema que tiene gran importancia, por
sus implicaciones sociales y econdmicas. La falta de recuperacion funcional después del
dafio es un problema que hasta el momento no tiene solucién. A pesar de que se han
desarrollado diversas estrateglas neuroprotectoras, los resultados  obtenidos. no: son

satlsfactonos. La ﬁsnopatolog:a de ]a ]esmn medular es muy compleja Y eso se ve reﬂe_]ado

en ]os pocos avances: que:. nen hasta'el'momento‘.‘Las /dlferent lineas'de 1nvest1gac1on

e regular la act1v1dad y. expresm dé'la‘sin asa‘del ox‘1do

Con asqen,la 1nfonnac1on e este trabajo, el tratamiento con

a:preservacion-del:tejido dafiado 'y

posiblemente esto se traduzca una regeneracién axonal que se refleje en una recuperacion
motora. Finalmente hemos considerado que los resultados que aporte este trabajo pueden

ser importantes para entender parte de la fisiopatologia de la lesién medular.
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HIPOTESIS

1. Si la ciclosporina-A tienc efecto inhibidor sobre la actividad de la sintasa del 6xido
nitrico entonces se observara una disminucidn de dicha actividad en las diferentes

isoformas de la SON .después de una lesidn traumatica de la médula espinal.

sta mﬂamatona y uene efecto sobre la regulacnon de

de na esxon medular entonces se observara una

iferentes sofom’la, de la- sintasa del omdo nitrico

después de una les_ién traumitica de Ia,m,edul_akespxnal.'

6l




OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la ciclosporina-A sobre la expresion y actividad de la sintasa del oxido

nitrico en un modelo de lesién por contusién severa en ratas

Objeri vos Parnculares

1). Determmar los uempos de act1v1dad maxnma de la smtasa del oxxdo mtnco constuuuva e

1nduc1ble despues de una lesnon traumanca de la medula vespmal. L

2) Dctermma cel efecto de los estrogenos y los progestagenos ~sobre ‘la; actlvxdad de la

sintasa del ‘oxndo mtn cO consutuuva e 1nduc1b1e despucs dc una lesmn traumauca de la:

médula espmal

3) Evaluar el efecto de la cxclosponna Abadmmlstrada a: dxferentes txempos sobre la

actividad de la smtasa del omdo mtrlco consututlva e inducible en un modelo de 1e510n

traumatica dc la medula espmal por. contusxon severa en ratas

4) Evaluar el efecto de la c:closponna—A admxnlstrada a diferentes tiempos sobre la

cxpresion de la smtasa del ox1do mtnco consutuuva e mduc:ble en un modclo de lesion

traumatica de la’ medula espmal por contusnon severa en ratas



MATERIALES Y METODOS

En este trabajo sc realizaron dos estudios:

1. Actividad de las dos isoformas de la sintasa de éxido nitrico (constitutiva ¢ inducible)
1.1 Determinacién de la maxima actividad de las dos isoformas de la sintasa del

oxido nitrico a diferentes ticmpos (2, 4, 8, 12, 24,)777‘2 h) c‘ie'spu‘és de la lesion.

1.2 Determinacién de la actividad de las ‘dos. iSoformas de la sintasa del éxido

nitrico en las diferentes ctapas del ciclo e'slrél_de:;vla\rat}i»_ (pfdéét;'o; ',vc‘svt’ro, metaestro 'y
diestro) sacrificadas 24 h después de la lesidn. : 8

1.3 Decterminacién de la actividad de las dos isoformas de la sintasa del éxido
nitrico en animales lesionados y tratados con ciclosporina-A.
2. Expresién de las tres isoformas de la sintasa del 6xido nitrico (neuronal, endotelial e
inducible) por medio de la técnica de Western Blot.

2.1 Determinacion de la presencia de las tres isoformas de la sintasa del 6xido

nitrico en ¢l tejido medular lesionado de rata tratado con ciclosporina-A.

Determinacion curso-temporal de la mdxima actividqd de la sintasa del é’.vido nitrico
constituriva e inducible despuds de una lesion rrauma’t_ica de la r‘ne'dulaba‘:s“niixal.’ g

Para poder establecer los ticmpos de sacﬁkﬁcio dé los anihales les’i‘onados y'tratados, con
ciclosporina-A, fue necesario elaborar un disefio experimental para detemxnar cl nempo de’

actividad maxima de las dos isoformas de la smtasa del o6xido mtnco en estc modelo de

lesidon (contusidn severa), ya que no se contaban con reportes previos én’ la llleratura



DETERMINACION CURSO-TEMPORAL DE LA MAXIMA ACTIVIDAD DE LA SON

Para estos experimentos sc ulxluaron 50 ralas dc ]a cepa Wistar adullas hcmbras de 1’7 al4
semanas de edad, entre 200 y 250 g de peso las cualcs fueron dxvndxdas en SIete grupos
como sigue: ‘

GRUPO 1 Ratas ﬁnicﬁmcnfe <::on‘ laminectomia (n=8)

GRUPOS 2,3,4,5,6y 7 Ratas lesionadas y sacrificadas'a 2, 4,'8,.12,24'y 72 h

respectivamente déspué“s de 1a lesidn (n=48).

Determinacion de la: acnwdad dc Ia stntasa dcl oxido nitrico constltutwa e utduc:blc en

las dl_/'erentes etapas ICIO eslral de la rata: despucs de una Ies:on tralunanca de Ia

médula espinal,

Como' se mencioné previamente, existen diversos reportes en la literatura’que mencionan la

participacién de los estrégenos y.los progestégen'os:sébrc' la i‘égulacién;de 1 ctivikd‘ac:i de

las isoformas de la SON. En este trabajo, se ut\llzaron ratas hembras para:l reahzac{érn ‘d'e,

cada uno de los estudios, por lo tanto, consxderamos pertmeme comprobar sitla actlvxdad de

la SON se modifica en las diferentes etapas del ciclo estral de la rata
Para la rcalizacién de este estudio se utillzaron 24‘ratas, la's cuales‘vi'fuéfdr;':kdlnk/idi'dés ken
cuatro grupos: o ‘

GRUPO 1 Ratas en proestro‘ (‘ri=-;6) .

GRUPO 2 Ratas en estro (n-'G) k

GRUPO 3 Ratas en mclaeslro (n—6)

GRUPO 4 Ratas en diestro (n=G6)
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SON EN LAS ETAPAS DEL CICLO ESTRAL

Todos los animales fueron sometidos  a un frotis vaginal previo“a la lesion para poder
identificar cada una dc las diferentes etapas del ciclo estral, y fueron sacrificados 24 h
después de la lesion.
Determinacion de la actividad de la sintasa del oxido nitrico constitutiva e indicible en
rejido medular lesionado de ratas traradas ;::011 ciclosporina-A.
Se utilizaron 40 ratas las cuales fueron tratadas o no con CsA  de acuerdo al siguiente
disefio experimental: '

GRUPO 1 Animales sometidos tinicamente a laminectomia

GRUPO 2 Animales lesionados no tratados

GRUPOS 3, 4 y'5 Animales, Iesionédos y tratados con ciclosporina-A administrada

a 2,6y 12 h después de la lesién respectivamente.

Determinacion de la expresion de las sintasas del oxido tu't)jlfca neui‘onél, endotelial ¢
inducible en tejido medular lesionado de rata tratado con ciclospbfiria-A.’
Se utilizaron 40 ratas las cuales fueron tratadas o no con C’sAyr déaéuerdo al siguiente
disefio experimental: ks 7

GRUPO 1 Animales sometidos inicamente a laminectomia

GRUPO 2 Animales lesionados no tratados-

GRUPOS 3, 4 y 5 Animales lesionados y tratad‘oscon Ciciovsporina—A administrada

a 2,6y 12 hdespués dec la lesidn respectivamente.



DESCRIPCION DE TECNICAS

Descripcion de. te'cnicas e e e e e et i s AT,

Esquema de admmlstracmn de cnclosponna—A

Los uempos de 1mcxo del tratam1ento con CsA fueron a las 2, 6. y 12 horas poslesxon Se

intravenosa en prescntacxon ‘de’; SOmg/ml (Sandlmmune ; fsandOZ)' diluida en una
solucién de cloruro de sodio al O 9%, prevxo a'su admm:stracnon, el farmaco fue mezclado
mediante agitacién a 2000 r.p.m. durante 2 min: De la suspencién se tomd la cantidad

necesaria para inyectar la dosis correspondiente con una jeringa de insulina estéril.

Modelo de lesion.

Antes  de realizar. la cirugia las ratas fueron anestesiadas intrapéritgpgalménie con
pg:ntobarbita] sédicolzkl una dosis de 2.1 mg/100g de peso, posteriqni}rex;t:é;' Vevnk; condiciones
de asepsia y antiscpsia, se realizé la laminectomia a nivel de 1’kI‘91,%'yeb>ép_oniendo la médula

espinal con’ la- dura madre integra. Los animales fueron fac’:olbcados en un equipo

estercotéxico donde se dejé caer un cilindro metalico de 15 g de peso de un diametro de 2

mm, de una altura de 10 cm a través de un tubo gulajpara ocasionar una lesion tipo

contusién severa, dicho meétodo fue desarrollyaydo‘;p’l 'A_llen, ;n 1911 y posteriormente

modificado para ratas (Diaz-Ruiz y cols., 1999). Fin‘élkfne‘bhte’ se, corroboré la presencia del

hematoma en el drea dec impacto, los animales fueron suturados (fig. 5).
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CUIDADOS POSOPERATORIOS

Cuidados postoperarorios. -

México) y agua ad libirum. Su intestino y vejiga fueron vaciadas por compresién’manual

dos veces al dia hasta el sacrificio.

FA

Figura 5. A4) Forografia en la que se muestra el equipo estereotaxico, en el cual se reali=é la lesion
traumdtica de la médula espinal por contusion severa en ratas. B) Médula espinal de rata donde se

observa el hematoma a nivel de T-9.
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FROTIS VAGINAL

Fi rons vagtnal

Antes de la cu’ugla se les pracnco a24 ratas un ﬁ'otls vaginal para determmar cada una de

las etapas ‘del ciclo estral;

Los ammales ueron nmov1hzados, se le mtrodu_|o en el onﬁcxo vagmal una pxpeta Pasteur

con: 0 S;ml de solucion: sahna ﬁsxologxca, ]a cua] fue; vac1ad Y absorblda dos o tres veces.

estrogeno. En el frotls vaglnal se observan celu]as pltehale de descarnaclon cormﬁcadas,

escamosas de forma xrregular

Metaestro: La durac1on de esta etapa es de ”1 h Durante este penodo loskmveles der
estrogenos son bajos. En el frotxs vagmal encontramos leucocitos . y pocas celulas de
descamacién comxficadas. R ’ S ’ : »

Diestro: Tiene una duracwn de 57 h Durante esta etapa los niveles elevados de
progesterona. El frotls vagmal se observan predominantemente leucocitos Y pocas celula.s

epiteliales (Sorensen, 198'7)
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CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SINTASA DEL OXIDO NITRICO

Cuauntificacion de la actividad de la sintasa.del oxido:nitrico_. :: ;

La actividad de la sintasa del 6xido nitrico’ fuc déterminada mediante-la  técnica descrita

por Bredt y Snayder (1990). :
Para dicho ensayo se utilizaron los siguientes'rrca‘cti\’/osf HCl (J.T.”.Baker;S.‘A’.y d‘e‘ C.V.
México) pureza 99.5%, Tris (MERCK-Méxicé S.A.)‘ puxje;ia 99.5%, EDTA (;I.T. Baker S.A.
de C.V. México) pureza 100%, EGTA (SIGMA Chemical CO) pureza 98%,
Mercaptoetanol (SIGMA Chemical CO) pureza .99%, Apr&)tinin (SIGMA Chemical CO),
Leupeptin (SIGMA Chemical CO) pureia 96%,' Fénilmetil sulfonilfloride (SIGMA
Chemical CO) purcza 98%, Inhibido de tripsina (SIGMA. Chemical CO) purezsa 99%, L-
arginina (SIGMA Chemical CO) pureza 98%, C?llnibdu]in (SIGMA Chemical CO) pureza
95%, Tetrahidrobipeptin (SIGMA Chemical CO) pureza 99%, NADPH (SIGMA Chemical
CO) purcza 97%, HEPES (SIGMA Chemical CO) pureza 99.5%, DOWEX-50W-X8
(Supelco), Naflaleno (J.T. Baker S.A. de C.V. México) pureza 99%, Dioxano (J.T. Baker
S.A. dc C.V. México) pureza 99%, PPO (MERCK-México. S.A.) purez‘a 99%, POPOP
(MERCK-México S.A.) pureza 99%, Metanol (J.T. Baker S.A. de C.V. México) pureza
99%, propilenglycol (J.T. Baker S.A. de C.V. México) pureza 99.9%. ‘ -

Todas las ratas fucron sacrificadas por decapitacidén a diferentes ticmVpchi k(yr'd‘era;:uerdo a lo
descrito previamente en el diseiio experimental) después de la LTMEysc obtuvo una

muestra de tejido de aproximadamente 1 cm del sitio de. lesién 'S

solucién buffer (50mM Tris-HCL, 0.1 mM EDTA, O.1:.r
mercaptoetanol; pH -7.5), conteniendo un inhibidor dye'pirpytcavsa,s“ (uM/ml:-de abrdtinin,

100 M de leupeptin, 1 mM de fenilmetilsulfonil fluoride, 10 p.g/rhl de inhibidor de
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CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SINTASA DEL OXIDO NiTRICO

tripsina) .y O. 1%i,NP—,4Q,,las,_r“nu“estras,'fue"ron .congeladas_en ,,;nitxiég‘enq;liquido, hasta ser

utilizadas.

cvaluada en un contador de centelleo

Beckman LSGSOO. R

Nota. Medlante ésta ‘técnica. sc cvalua la & [3H] L-Citrulina, que es-el producto final

mctabohco de la ‘ONx con la‘L Argmma E

Para podcr dlfercncmr 01 tre la; act:vxdad de la SONc yla SON: el medlo fue incubado o no

con calcio, pues se sabe que- la SONc es dcpcndlentc de Calcm A% la SON: no lo es..
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“CUANTIFICACION-DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD..

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Reactivos utilizados: ‘Albiimina. (SIGMA Chemical CO) pureza  98%,

Ag::idd 'f’osféri‘co .

SIGMA Chemical CO) pﬁreza 85%, Alcohol ctilico (J.T.,Bakef"'s .k‘Méxikco)

pureza 99.5%, Azul de coomasie (SIGMA Chemical cO) purezé 92%

Se elaboré una curva con dxferentes concentraciones de protema a-partir.de un ‘estindar de -

finalnu.nte se de_)o que ‘1a reaccion se llevara a’ cabo durante’15 " min.:La 'leétura sé"‘re“alizé
en un :.spectrofotometro de luz UV (Perkm Elmcr Lambda'zo) a una’longltud de onda de

540 nm. (Bradford 1976) La concentracxon de protcmas conten'dak ni cada muestra se

determiné por extrapolacnon “con una curya'de albunina:

se utilizd el reactivo de alslamlento ‘lTRlPURE (Roche Dlagnosucs ~‘GmbH Mannhexm
Germuny), que s una solucxon monofisica de fenol y tiocianato de guanidina para aislar

RN A. DNA y proteinas de la misma muestra (tejido o células en cultivo). La cuantificacion
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DETERMINACION.DE LA EXPRESION DI LA-SON POR WESTERN BLOT

de las proleinas se hlZO con el mclodo del acndo b1c1ncommco (Pxerce) cn placas de.ELISA,

vcccs mas con un buffer dc fosfatos (PBS IX) est ’blllzado a‘un PH 7. ,ET\YEél"l 0140,5<°,/_o, para

cllmlnar al colorante

Bloqueo de Ia union inespecifica Para bloquear la umé' cspcmf’ca de los anncuerpos fue

necesario embeber a las membranas de transfercncxa en una chCIa de leche descremada al -

5% disuelta en PBS 1X,a pH 7.4-Tween O 05%, la mcubacnén se reahzo durante 1 hora a

lemperatura ambiente.

aniticuerpos uuhzados fucro
isotipos de rata), dlslrlbuldosnpor Transduc;txon;L‘aboraloncs;ld»;nc_:ubaq_én se:llevoia cabo
durante toda la noche a 4“C en agitacién. constante. Postcriormente se hicieron varios

lavados con PBS-Tween y lus membranas se incubaron con ¢! anticuerpo secundario
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DETREMINACION DE LA EXPRESION DE LA SON POR WESTERN BLOT

monoclonal-cabra anti-ratén IgG,acoplado,a peroxidasa,:ﬁen ,una:,r’eléc,ién"dc'1':,6000: (Zyrned,,

laboratories Inc. San Franmsco Ca]xfomxa USA ) durantc 1 hora

: temp ratu a mbnente en

agitacién ‘constante:. Flnalmcntc se T a] za on varlos lavados ycon PBS f'I‘\

posteriormente mcubarlas con” anucuerpo monoclonal para B

muestras.

“hemiluminescence

Revelado y ana’lisis(La'detéccién de las protcinas se hizo con un ki

(NENT™ Life Scncnce Products) elxcula Kodak ()\-OMAT) imagenes fueic&n :
'y p

capturadas en un cqu:po de computo con‘un soﬂ\vare Bl Doc-It System_(UVP) El anallSls

densitométrico se recalizd por medxo del programa Lab WorksTM 4 0 Image Acqulsmon

and Analysis Softwarc (UVP)

Consideraciones etlcas para. el uso de anunales en Ia e.\perunentacwn

Para la rcahzamon de] presente proyccto,vse tomaron en: cuenta los lmeamxentos
cstablecidos por el reglamento de 1:1 ley gcneral de salud en matena de mvestlgacmn para-la
salud (Titulo septxmo. Dc la mvestxgacxon que mcluya la utxlxzac:on de: amma]es de

experimentacion) (ley general de salud 1990)

Estadistica
Los resultados, fueron analizados a través de la prueba estadistica paramétrica ANOVA de
una via seguida de la prueba de T de¢ Student, cuando inicamente se compararon dos

grupos experimentales y la prucba estadistica ANOVA de una via scguida de la prueba de
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ESTADISTICA

Dunnett, cuando los grupos a comparar. fueron . mas de_dos. Los Datos fueron:.analizados

con el paquete estadistico SPSS (Statfstical Package for the Social Scie‘nces).‘
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RESULTADOS

Actividad de la SONc¢ y» SONi

En la figura 6 y 7 sc muestran los resultados obtenidos de la actividad maxima de cada una
de las isoformas de la enzima de la sintasa del éxido nitrico constitutiva e inducible (SONc
y SONIi) después de la lesién. En el gmpo control (laminectomia) se observa una actividad

basal de la SONc y SONI dc 24 56 +29 y "3 34 427 respecuvamente valores que estan :

h) ,despues de la lesmn, se. mue ran en-

las ﬁguras dc la 10.ala 15 Con respc to uvn ad dc la SO\T consutuuva ‘en an'males

lesmnados y lralados con CsA sacnﬁcados 4 h dcspues de la lcsmn podcmos observar que

se presenta una disminucion de la actividad del 27 % en el grupo tratado con CsA con



_RESUILTADOS

respecto al grupo lammectomlzado Y del 67 % con respccto al gmpo lesmnado no tratado

(figura 10), por otra pane, en la actwndad dc la SON1 no se observan camblos a este tiempo

(ﬁgura 11).

ONc evaluada ”4 h despucs de la 1e51on demuestran

que ‘el tratamiehi on C: adn mstrado a diferentes uempos mcrementa ]a' cuvxdad dc

dxcha enzxma ‘en todos:los gmpos tratados con CsA a 2 6y12 h despues de que la lesxon,

el 57 50 y 33% respectivamente cuando se comparan

los mcremcn s f

lestonado no tratado (figura’ 2) La actxvxdad de’la SON mducxble se mantuvo ‘sin cambxos

en todos los grupos estudlados cuando se compara.n con cl grupo lesmnado ‘no tratado y el

grupo de lammectomxa (figura 13) evaluada»»a;"]as 24"

cmbargo la actividad de la SONIi dlsmmuye sxgm'ﬁcatwamente (37%) olamente en el‘

grupo de ratas tratadas con CsA 12 h despues de la lesnon cuando se comparan con el grupo

control (lesionado no tratado) (figura 15).
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Figura 6. Actividad de la sintasa del 6xido nitrico constitutiva (SONc) medida a diferentes tiempos
después de una lesion rraumatica de la médula espinal (2, 4, 8, 12, 24 y 72 ). El grupo control fue
sometido  unicamente a wuna laminectomia y fue sacrificado 2h después del procedimiento
quirirgico. A los grupos lesionados se les practicé una lesion por contusion severa. Los resultados
son expresados como medias * EE de 6-8 animales por grupo. * Diferentes del grupo control

(luminectomia) (p<0.05), ANOVA de una via, seguida de la prueba de Dunnett.
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Figura 7. Actividad de la sintasa del oxido nitrico inducible (SONi) medida a diferentes tiempos
después de una lesion traumadtica de la médula espinal (2, 4. 8, 12, 24 y 72 h). El grupo control fue
someltido unicamente a una laminectomia y fue sacrificado 2h después del procedimiento
quirtrgico. A los grupos lesionados se les practico una lesion por contusion severa. Los resultados
son expresados como medias + EE de 6-8 animales por grupo. * Diferente del grupo control

(laminectomia) (p<<0.05), ANOVA de una via, seguida de la prucba de Dunnert.
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RESULTADOS
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Actividad de la SONc

Figura 8. Actividad de la sintasa de oxido nitrico constitutiva evaluada en los diferentes estadios
del ciclo estral (proestro, estro, metaestro y diestro) de ratas lesionadas y sacrificadas 24 h
despuds de la lesion. Los resultados son expresados como medias + EE de 6 animales por grupo.

ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey.
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Figura 9 Actividad de la sintasa de oxido nitrico inducible evaluada en los diferentes estadios del
ciclo estral (proestro, estro, metaestro y diestwro) de ratas lesionadas y sacrificadas 24 h después de
la lesion. Los resultados son expresados como medias + EE de 6 animales por grupo. ANOVA de

wuna via seguida de la prucha de Tukey.
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Figura 10. Actividad de la sintasa de oxido nitrico conslil‘utivq (SONc) de ratas lesionadas y
tratadas con ciclosporina-A (CsA) 2 h después de la Ies:io'n. sacrificadas 4h después del dario. Los
resultados son expresados como medias + EE de 6. animales por grupo. *diferente del grupo con
laminectomia, **diferente del grupo con laminectomia y del 'grupo lesionado (p<0.05), ANOVA de

una via seguida de la prueba de Tukey.
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RESULTADOS
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Figura 11. Actividad de la sintasa de oxido nitrico inducible '(SONi) de ratas Iesionadqs y}faiadas
con ciclosporina-A (CsA) 2 h después de la lesion, sacrificadas 4h después del dafio. Los resultados
son expresados como medias # EE de 6 animales por grupo. "ANOVA de una via segdida de la

prueba de Tukey.
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Figura 12. Actividad de la sintasa de oxido nitrico constitutiva (SONc¢) de raras lesionadas'y
ratadas con ciclosporina-4 (CsA) a diferentes tiempos (2. 6 y 12 ) después de la lesion,
sacrificadas 24h después del procedimiento quirirgico. Los resultados son expresados como
medias * EE de 6 animales por grupo. *diferentes del grupo control con lesionado sin tratamiento

(r<0.05), ANOVA de wna via seguida de la prueba de Tukey.
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Actividad de SONi
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Figura 13. Actividad de la sintasa de oxido nitrico inducible (SONi) de ratas lesionadas y tratadas
con ciclosporina-A (CsA) a diferentes tiempos (2, 6y 12 h ) después de la lesion, sacrificadas 24h
después del procedimiento quinirgico. Los resultados son expresados como medias + EE de 6
animales por grupo. Los datos fiteron analizados por ANOVA de una via seguida de la prueba de

Tukey.
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Figura 14. Actividad de la simasa de oxido nitrico constitutiva (SONc) de ratas lesionadas y
tratadas con ciclosporina-A (CsA) a diferentes tiempos (2, 6 y 12 I ) después de la lesion,
sacrificadas 72 I después del procedimiento quiridrgico. Los resultados son expresados como
medias * EE de 6 animales por grupo. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via seguida

e lu prueha de Tukev.
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Figura 15. Actividad de la sintasa de oxido nitrico inducible (SONi) de ratas lesionadas y tratadas
con ciclosporina-A (CsA) a diferentes tiempos (2, 6 y 12 h ) después de la lesion, sacrificadas 72 h
después del procedimiento quirtirgico. Los resultados son expresados como medias + EE de 6
animales por grupo. *diferente del grupo control lesionado sin tratamiento (p<0.05). ANOVA de

una via seguida de la prueba de Tukey.
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EXPRESION DE LAS ISOFORMAS DE LA SON POR WESTERN BLOT

Expresion dc las lsofomlas dela SON por -Western Blot. i e
En la f'gura 16 se mueslra una 1magcn rcprcsentauva del ensayo de Westem blot para

evaluar la expreswn de ]as~|sofom1as de la sintasa del 6xido nitrico (SONn SONe, ¥y

SONi) asi comq de»la B—actlna' (usada como estandar) observadas en los dlferentes grupos

experimentales. . En este‘ensayo también se incluyd un grupo con:lipopolisacarido como

control positivo de la mducc:on de la SON.

Los resultados del ensayo dc Westem blot que muestran el efe'to de ]a cxclosponna—A

administrada a dlferentes uempos después del:dafio (2 6 expre51on de las

diferentes xsoformas de a- SON y evaluada a dlferente la’ eS'én (4, 24

¥y 72 h) se muestran en Ias ﬁguras 17 ]8 19 20 21

tratados con CsA'a 2. 6.y 12:h'después de Ia lesién (86, 71 y 84 % respccuvamentc)bcuando
sc compararon con cl grupo control (laminectomizado) (figura 19). Los resultados dec la

expresion de la SONe evaluada a las 24 h después del dafio se muestran en la figura 20,
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EXPRESION DE LAS ISOFOPJ\/IAS DE LA SON POR WESTERN BLOT

como podemos observar._no se presenta 1ncremento alguno de la ‘ex resmn de ]a SONe por,

comparan con el grupo.controlitinicamente con laminectomia.’ .’

85



RESULTADOS

sion/CsA2h

Lesion/CsA2h
Lesion/CsA6h
Lesion/CsA12l
Lesion/CsA 2h
Lesion/CsA6h

Lesion 24h
Lesion 72h

L

Laminectomia
Lesion 4h

Figura 16. Ensavo representativo de Western Blot, donde se observa el corrimiento de las muestras
para determinar la presencia de la sintasa del oxido nitrico newronal (SONn) evaluada a las 24
horas después del procedimiento quirtrgico, en los diferentes grupos experimentales. CsA;

ciclosporina-A.

“TESIS CON |
FALLA DE QRIGEN |

86



RESULTADOS

500 -
& 400
2T
8 € ,
S § 300
Z £ 200
N |
0l
g N
ébs .\th
é\e&b \,Qf’
\,'b

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 17. Expresion de la sintasa de oxido nitrico newuronal (SONn) de ratas lesionadas y tratadas
con ciclosporina-A (CSA) 2h después de la lesion y sacrificadas 4 h después del procedimiento
quirtrgico. DO; densidad optica. LPS; lipopolisacarido (2.5 mg/kg) (Harada y cols. 1999). Los
reswltados son expresados como medias + EE de 3 animales por grupo. El control positivo con LPS

(n=1). *diferente del grupo con lesion y sin tratamiento (p<0.05), prueba de t de Student.



RESULTADOS
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Figura 18. Expresion de la sintasa de oxido nitrico endotelial (SONe) de ratas: leswnadas -y

tratadas con ciclosporina-A (CsA) 2 h despues de la lesicn y sacr(f cadas 4 lx )
procedimiento quirirgico. DO; densidad opuca. 'LPS.' hpopallsacando 2.5 mg/kg);(l
1999). Los resultados son expresados como med:as =+ EE de 3 ammales por grupo ,EI 'ébhirbl

positivo con LPS (n=1). *diferente del grupo con Ies:on y sin lratumtenlo (p<0 05) prueba de tde

Student.
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Figura 19. Expresion de la sintasa de dxido nitrico neuronal (SONn) de ratas lesionadas y tratadas
con ciclosporina-A (CsA) a diferentes tiempos (2, 6 y 12 h) despuds de la lesion, sacrificadas 24 h
después del procedimiento quirurgico. DO; densidad dptica, LPS," lipopolisacarido (2.5 mgrkg)
(Harada y cols. 1999). Los resultados son expresados como medias + EE de 3 animales por grupo.
El control positivo con LPS (n=1). *diferente del grupo con lesion y sin tratamiento (p<0.05),

ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey.
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Figura 20. Expresion de la sintasa de oxido nitrico endotelial (SONe) der ralas‘lésiohadz;s »
tratadas con ciclosporina-A (CsA) a diferentes tiempos (2, 6 y 12 h)’ des'pu'és’ 'de;i'la lesion,
sacrificadas 24 h después del procedimiento quirurgico. DO;  densidad fo'piica" LPS;
lipopolisacarido (2.5 mg/kg) (Harada y cols. 1999), Los resultados son expresadas como medtas *
EE de 3 animales por grupo. El control positive con LPS (n=1). * diferente del’ grupo con Ieszony

sin tratamiento (p<0.05). ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey.
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Figura 21. Expresion de la sintasa de 6xido nitrico inducible (SONi) de ratas lesionadas y tratadas
con ciclosporina-A (CsA) a diferentes tiempos (2, 6y 12 ) después de la lesion, sacrificadas 72 h
después del procedimiento quirurgico. DO; densidad dptica, LPS; lipopolisacarido (2.5 mg/kg)
(Harada y cols. 1999). Los resultados son expresados como medias + DE de 3 animales por grupo.
El control positivo con LPS (n=1). * diferente del grupo con lesion y sin tratamiento (p<0.035).

ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey
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DISCUSION

En este trabajo, se determinaron los tiempos de actividad maxima de la SONc y de la SONI,
después de una lesién traumatica de la médula espinal. Los resultados indican que cl
incremento de la actividad de ambas isoformas es dependicnte del tiempo, observandose

tiempos mas cortos de la actividad méaxima para las isoformas constitutivas (4 h), que para

la SONIi en la cual observamos una actividad maxima hasta las 72 h.: Esktos resultados son

utilizaron - un modelo de’ dafio qumnco, quc pucde tene efecto sobre un: mecamsmo en-

partxcular, asoc1ado con, la substancxa quxmxca empleada Otros utores han reporlado un

mcremento enyla actw:dad de la SONi a partxr de: los 7 dxas en-un: modelo de lesnon por
comusnon (}\u y cols., 2001) pero no a ucmpos cortos (7" h), como fue encontrado en’este

estudlo. Estas dlscrcpancms pueden deberse., tamblen a la cantidad de muestra que se

anahzo en cada uno de los estudios, ya que ‘este ummo grupo analizd la act1v1dad de la

SON en muestras de 5 mm rostral y Smm caudal a. parur del epicentro de la Iesxon
mientras que nuestras muestras se tomaron a pamr del epxcemro de la lesidn de ')mm rostra]

¥y 2mm caudal, para enfocar nuestro estudlo so]ameme en el sitio de la lesion. Es lmportanlc

sefialar que se necesitan futuras lnvesug,amones ara explorar los eventos genera VOS cn la

periferia de la lesién. Los picos de acuv: maxlma de SONc y SONI cnconlrados en
nuestro trabajo no coinciden con los picos de produccic‘)n de NO medidos por Liu y cols.,

(2000) quienes, usando un clectrodo sclectivo para NO implantado en la médula espinal,
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DISCUSION

encontraron que existe un incremento:en la produccxon de NO. lnmcdlatamcntc despues del

trauma, csta dxfercnc:a pudlera deberse a quc cxlsten tras fucntes dc producmon de NO‘

como es ¢l caso - dc los vasos sang me‘
vasculatura extra mcdu]ar, al v1a_1

podria favorecer un mcremento'

que la presencia de las células mmunoreact,was ala SONi seklrn,cljemem‘ partirde las 12’y

hasta las 72 h después del trauma, por.lo que ‘sugieren queﬁ'ely,'pnrp_ve .incren ent§ »d'cNO_sev )

debe a un aumento cen la actividad de SONn y cl segundo é"la;'SCNl :Eﬁ;os‘feéﬁltadoé
corroboran ampliamente nuestros hallazgos de la actividad de laSONc vy SONi (Diaz-Ruiz

vy cols., 2002).
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DISCUSION

Los resultados del segundo cnsayo .en el que. eva]uamos el efecto delos estrogenos y los

progestigenos sobre la acuv1dad de Ias —"SONc y SON' pudxmos observar que no existen

(2000) demostraron que la

una enmma indistinguible de

ken'unf modelo de lesién por

am1e IO dc manera exogena

udxos de terapla hormonal '

cuando se admlmstra h despucs de la lesxon en: el &rup' \d" am les acﬁﬁcadoé '47hkora‘s

después del dano. Estc efecto pudo dcberse a 1a capacndad que uene la CsA ‘para lnhlbll" ala
calcincurina. Como se menciond anteriormente, la ca]cincurina es la ‘fosfalasa responsable

de desfosforilar a la SON y dec esta manecra producir una regulacién negativa cn clla
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traduciéndose en una menor prqducciélj de NO _(Dawson.y cols.' 1993). En contraste, los
resultados oblemdos dc la acllvxdad de la SONc evaluada a las 24 h mdlcan que existe:un

incremento en la acuwdad de la SONc cn todos los grupos lratados con CsA. Este cambio

en la acuvndad cnz:manc podna ser el resultado del efecto mhlbltono quc tiene la CsA
sobre la calcmeunna a largo plazo,‘ desencadenando un mecamsmo dc incremento

1ntracelular del calcno S ha demostrado en modelos e:spenmentales de: 1squem1a cerebral

que la mhlblcwn ‘de la’ calcxneu ma favorecc el estado fosfonlado de algunos reccptores y

regulacxon del calcio mtracelular como son Ios receptores

canalcs llmportanteS' cn

e calcxo sensibles a voltaje, los reccptores IP3 Y. los receptores de

NMDA, 1cs‘s“. anal"e

depésitos lntracelqlar

podria ser explicado como consecuencia de la inhibicion de:‘la,
farmaco. Se sabe que después de una lesién Vyszbz desen‘cfa’_d
inflamatoria que genera a su vez acumulacién de r'n‘ediacidk‘»" .
interleucinas, etc.) y activacién de’ células endotehalcs qu‘ ‘

vascular generando edema y posteriormente’la dcstruccnon del tc_]|

La SONi sc expresa durante el proceso de la inflamacién desencadenada después del dafio y

cataliza la sintesis de grandes cantidades de NO (Wu, 1993).-La CsA promuecve una
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disminucidn en_la acuv:dad ~de SONi. probablememc a_través del efecto inmunosupresor. o
por la mhlblcnon de la f'osf'onlacxon a Iargo plazo ‘

Los rcsultados del cuano ensayo donde evaluamos cl efecto de la CsA sobre la cxpres:on
de las SONn SONe y SONi 4 h después de'la lesxon xndlcan que exxste un. mcrcmento en
la expresién de las 2 isoformas constitutivas’ (SONn y SONe) por efec V

resultados son similares a los reportados por ‘Liu- y cols. (

SONnR, que es rc‘g'uladzikpoﬁfca,zf tre del:e I respuesta’al’ MPc (CRE) un

clemento cis-regulatorio estimulado por Ca2* (Sasaki'y cols., 2000; Lonze y Gintly 2002).

Por otra parte Schwaninger y cols., (1995) demostraron que la inhibicién de la calcincurina

96



DISCUSION

por efecto de la CsA disminuye, la activacién ,delﬂCREB en cultivo de células parcrcéticas. 5

aun cuando la secrina 119 se mantiene fosfonlada En este traba_]o se suglere que exnste una

1”84 que podna

fosforilacion que inhibe la acuwdad transcnpcmnal del CREB en ln senna»

ser removida por la calcmeurma (figura 21 A)

la CsA y la temporal baja de. Ca®** > se podna 1nduc1r una ba_la afinidad’en‘lajunién del AP 1 B

CsA sobre: la expres:on de la SONn después de la lesxon, sm' :
de la calcmeunna por la CsA favorece que diversos can‘ailesf
la entrada de Ca®*' como son los receptores NMDA, los}.x"»ecé;‘)tor
para rianodina y los canales de Ca®* sensible a volta_i¢ ti

ingles) se mantengan fosforilados y activos por mas tien:xpo ‘de’est

incremento en las concentraciones de Ca mtracelulares ‘yise:podria

dependientes de Ca /calmodu]ma (CaMK) qu, fo

y cols., 1998 Carafon y cols., 1999)5 El efect

concentraciones de Ca intracelular, lan1b1en ha sido reponado por Frapler y cols (2001)

cn un modelo de exposiciéon créonica con CsA (24 horas) en cultivo de miocitos.
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Finalmente se ha demostrado que exisle un incrcmento en . la aCtividad del CREB
relacionado dxrectamenlc con: la aclxvacnon de los canalcs de Ca sensnbles a voltaje de

tipo- L (Lonze y cols., 2002): Sasakx y cols., ('7000) demostraron que el gene de 1a SONn es

regulado” por Ca . “en culuvos de’ neuronas corucales de embnones. En este trabajo se

24

identifico la ex1stencxa dc una secuencxa scn51blc a Ca~ .en el exon 2 del promotor (ﬁgura

22-A).

Los rcsultados obtemdos de 'presxon de la SONe demuestran que exis < un’ 'ncrémento

de dlcha exprcsxon por efecto la'les on y por efecto de la CsA este even o es smnlar a

lo reportado por Su y cols (1996) en celulas T dc Imfoma en las cuales se demostrokque Ia‘ :

CsA tiene la capac:dad de aum tar las concentracxones de Ca mtracclular . favorecnendo

el incremento en’ la unidn:de:-AP-1: -con. el DNA y de esta .manera llevar,.alv‘subsecuente

nde'la SONe. o

aumento en la expreSI

En otro estudlo se’ mvesugo la. paruclpacmn de la CsA sobrc la regulacxon*dekla‘ expresxon

de la SONe en cultwo de cclulas endotcliales de aorta. de bovmo (Navarro-' ntolxn y cols.,

2000), se demostré que la CsA tiene la capacidad de mcrementar late xpresxon de la SONe

hasta 1.6 veces por tener la capacidad de mcremenlar ]a umon de AP '1 a] DNA ~asi como

de incrementar la transactivacién del promotor de la'SO‘ ncre entar los niveles: del

RNAmM de c-fos y de la proteina (c-Fos). En este traba_]o St d mos o“que mutagénesis en el

clemento cis-regulatorio de AP-1 se traducxa en una in] blCl de la expresnon de la SONe

ain con el tratamiento con CsA, por lo que se’ suglere que esta regulamon es a nivel

transcripcional y que involucra cl sitio prommal dc AP 1. Probablcmente en el modelo de

lesiéon medular la CsA estaria regulando la cxpresio’n de la SONe a través de este mismo
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mecanismo ({igura 22-B).

cxpresion. Recxentememc se demostro que despudés de una’ lesxo lraumauoa,dé a hi'édﬁla_
espinal se activa el factor de transcripcion NFxB asocxado con el gen de la SON1 (Bethea y,i,
cols., 1998) El factor de transcnpcxon NFkB esta: constltmd ‘por:un comple_lo de dos‘x‘

protexnas (hetero u horodlmeros) p50, p52 RelA ( p65), que se encuentra-asocxadO'con una-f :

proteina ,mhxbltona' IKB (Sun Y. cols., 1995) Las senales qu ‘mdﬁc’én »a'arctwacxo‘n de"’

NFxB produccn la fosfonlacnon de la IKB(X en‘las;serinas 32y 36 mlcxando c proceso de

la activacién del \IFkB [‘.n el modclo de lesxon medular prob blcnv

actuando de modo smnlar y este cvcnto se lraducc en una dlsmmucxb
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la SONI (ﬁgura 23)..

Por otra pane ‘sc sabc quc una de las pnncxpales vias de fosfonlacxon dc ]a IkB es por

que la CsA .inhibe la cantidad de kB cxtosolxca y b]oquea la actlvacmn de factor NFkB. :

Los resultados de este trabajo indican que. el efeclo de la CsA sobrc la acuwdad y la

expresidon de las isoformas de la SON tlene una regulacxon dxferencxal qu ep nglc del .
tiempo. - v
El cfecto que txene la CsA sobrc la produccmn de NO, preseﬁte en e‘l tejido durante Iaketapa
aguda de- la lesmn podna lcncr dlvcrsas lmphcacmnes ~Segha reponad n modkeklos de
lesidn traumatica de la médula, quc la actividad de Ias isoformas SONn SON| SONe, se

manticne en neuronas, microglia y células endoteliales respectivamente en todos los
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cstadios despucs -del dano y-se han podldo dctcrmmar .que_la produccxon de’ pcrommtnto R

después dc una lcsnon cs de 3 a 5 veces mayor sugxncndo que el perowumtnto _]uega un

papel 1mpqnar71tr ‘eneliidan :' c )mcrememo en la“con ntracxon de

cstos resultados suglercn quc la excesiva produccion-de NO y- radlcales 'bres uenen«'un

cfecto directo en el dafio sccundano originado despues dc una lesw

El incremento en la formacién de NO, pcroxnmlnlo y ]a n1trac1on de: protemas en la etapa

aguda de la lesmn por contuswn severa podrian tener gran importancia‘en los me;amsmos

dc dafio y rcparacnon que se ongxnan despucs del 1rauma (Krbncke y cols., 1997)

La regulacxon que cjerce la CSA sobre la produccxon de NO podrla tener . cfectos
protectores en dos eventos importantes:

a) Cuando el incremento de NO es a través del aumento en la actividad y expresiéon de la
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SONe, el NO gencrado por csta via, probablemcnle favoreccna una n]ejor omsenacmn del

tejido lesionado . lo quc ‘se-traduciria_ en - una/dxsmmucloq dcrlos, ; eventos de dano por

isquemia; B

son las que favoreccn la formacidén de perommtnto

Finalmente, cabe mencionar que el tratamlemo con CsA despues de una lesxon pucde tener

efectos muy interesantes en la regu]acxon dé divers S ’ecarusmos de dano y regeneracxon

que se desencadenan después de una LTME omo lo demuestran a]gunos traba_]os. ;

La activacién de la calcineurina inhibe‘l elongacién neunnca por su efecto sobre la acuna

del citoesqueleto, ademas def otr.

se
regencracién es la GAP-43, 'una fosfoproteina localizada en la supkcrﬁkcic interna de la

membrana plasmatica, especialmente en los conos de crecimiento nervioso, esta es
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fosforilada por.la. PKC manteniendo una.forma-activa, desfosforilada. por la calcmeunna se

promueve su inactivaciéon (Laulem‘ulch y cols ”OOO)

En un traba_]o realizado por Sulllvan y cols . (1999) uullzando un mo de céﬁtusic’)n

mediada por receptores NMDA (Ruxz y cols., 2000) Este efccto neuroprotector de la CsA‘

se debe a° que este farmaco es apaz antener el potcncnal de membrana a travcs de la

inhibicién:de Ia apenura del MPTP

Con base en estos amccedentes'lav CsA podna tcner una parucxpacmn muy. xmportame enla

inhibicién dela apoptosis a traves de su u ic loﬁlma. .
Con toda esta mforrnacmn, el uso de la CsA en el modelo de 1esnon medular. podna
participar a través de la mhlblcxon C c‘la cal

a) Reduciendo a uempos cortos e mcremcntando a Iargo plazo la produccnon de NO por su -

posible participacién. en la regulaclon de la acuwdad de la SON por fosfonlacxon asi

como por calcio.

b) Reduciendo a tiempos cortos ¢ incrementando A la;-gg plazola Vcé,nkti'dqck'i, ”de;p‘rv’obtqina\vde :
las de la SONn y de la SONe a través de supartxcxpacnonsobre 1q:~‘r§gu1;¢ié‘h:ac 'l‘ba
expresion. : i e

c) Reduciendo a tiempos cortos ¢ incrcmentando a iargo plz}izdb lé canfidad débpr"-.c;teina de
las de la SONn y dc la SONc¢ a través de su participacidn sobre la regulacién de la

expresion.
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d)

e)

" activacién del factor de lranscnpcxon NF—AT.

104

Reducciodn a largo pluo la .cantidad de prolema de l1a_ SONi a través de su! panxc:pac:om

sobre la regulacxon de la expresnon' =

Favorecnendo la egeneracnon mcdxamc un mecamsmo de: regulacxon por fosfonlacxon

de ‘los leCl‘SOS co ponentcs dcl cxtoesquclelo a51 como de 1

relacxonada con procesos de regencracxon espues de dano al swtema nervxoso centra]

Dlsmmuyendo el eslres ox1dantc a tra es dc ;;su‘ efecto mmunosupresor al mhxblr la
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De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, la CsA mostré una capacidad para
regular la expresiéon y la actividad de la SON después de una LTME en ratas, de la
siguiente forma:

a) Existe un incremento en la actividad de las diferentes isoformas de la SON por efecto

'de la leswn. 1,'1 :

b) El pxco maxu'no de acnvxdad para la SON“consntunva, se presenta 4 horas despues de

una LTME.

c) El pico méximo de actividad para la"SON.‘1 du,c:':l'alé,:fse,obsérva a.las 72 horas después
de una LTME. -

d) La variacién 'y presenma de estrogenos vy progestagenos en: los dlferentes estadios del

ciclo estral de la rata no modlfcan la acnv1dad de la SON constltutlva e mduc1b1e
e) Existe un mcremento en la expresmn de la SON neuronal Yy de la SON endotehal por
efecto.de la lesmn a las 4 horas despues del dano. (R

f) - Existe un 1ncremento en la expreswn solamente de la SON neuronal por efecto de la

lesion a las ”4 oras despues del dano : : f

2) Emste un ln emen o s 1a expresxon solamente de la SON inducible por efecto de la

lesmn a las 7‘7 horas despues del da.no

i) La CsA mcrementa la actlvxdad v la expresmn de’ la SON constltunva a largo plazo,

cuando se evalua 24 horas después de la lesion, en todos los grupos tratados.
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j) LaCsA disminuye la actividad de la SON inducible solamente cuando se administra 12
horas despues de la lesion y es evaluada 72 h después dcl dano. .

k) La CsA dxsmmuye la expresién de la SON mdumble cn todos ‘los: grupos lesxonados v

tratados a dxferenles ncmpos 2,6y 12h) despues de 1a 1e51on

Los rcsultados mdlcan que, la CsA modula de manera. selcctlva la actlvxdad y la expresxon

de las diferentes’ 1soformas de la smtasa del oxndo mtnco en los dlstmtos nempos cvaluados

despues de una LTME. Esta modulaclon podna tener ei‘ectos.bencfic : "durante el dano

secundario, ya que el NO tlene funcxones dxversas y su- efecto neuroprotector o cxtotoxxco .

probablemente dependc de su concentracmn, estado rcdox y tlpo celular donde sc genere. :
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Abstract

Nitric oxide (NO) plays a role in the secondary damage after spinal cord (SC) injury. NO is produced by the activity of
two classes of enzymes: calcium-dependent constitutive nitric oxide synthase (NOS) and calcium-independent inducible
NOS. To determine the time course of both NOS activities after SC injury, 50 Wistar rats were submitted to severe SC
contusion. NOS activities were assayed at the site of SC injury at several times after lesion. Results showed a significant
increase of 138 and 96% in the constitutive NOS activity at 4 and 8 h after the lesion, respectively, as compared to sham-
operated rats. iNOS activity was increased 72 h after lesion by 103% (P < 0.05). In conclusion, both isoforms of NOS
increase their activity at different time periods after SC injury. © 2002 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved,

Keywords: Nitric oxide; Synthase; Inducible; Constitutive; Spinal cord injury

Traumatic lesion of the spinal cord produces a sccondary
damage that spreads the initial injury from the primary
lesion to the surrounding tissue. Among the factors asso-
ciated with this secondary lesion, reactive oxygen species
are thought to be deeply involved as mediators of spinal
cord damage [1]. As o free radical, nitric oxide seems to
play a major role in the secondary lesion, because under
certain conditions nitric oxide may act as a cytotoxic mole-
cule | 2], The range of concentration. the redox state, the cell
type source, and in general, the environment in which NO is
produced may lead to cither reactive cytotoxic or neuropro-
tective species derived from NO [12]. Among them, perox-
ynitrite is the most reactive against biological molecules [3]
alterations in proteins, lipids and DNA [1118].

renderin

Nitric oxide is produced from -arginine by two classes of

cnzyie proteins: constitutive nitric oxide synthase (¢ NOS)
and inducible nitric oxide synthase (iNOS), the (ormer
dependent on intracellular calcium. while the latter indepen-
dent. In the central nervous system. two diftferent ¢NOS
isoforms are expressed. one in ncurons (neNQOS) and the

* Corresponding author, Direccion de Investigacion, Av. Insur-
gentes Sur No. 3877, Mexico City 14269, D.F., Mexico. Tel.: +52-
5-5528-8036:; fax: +52-5-5424-0808.

E-miont address: enos @ caeyatl. uam.mx (C. Rios).

other in endothelial cells (ecNOS) {15]. iNOS is expressed
in macrophages and glia, among other cells, after activation
by cytokines [16].

Swudies on NOS activity provide with relevant informa-
tion about enhanced production of nitric oxide in the envir-
onment of the assessed tissue. There is scarce information
about NOS activity in the site of lesion after SC injury. Hu et
al. 9] showed a time-dependent differential increase in
cNOS and iNOS afier lesion produced by dynorphin micro-
injection to the rut spinal cord. Mceanwhile, Xu et al. [19]
reported increased activity of’ iNOS after traumatic spinal
cord injury. although the activity of cNOS at the damage site
has not been described tor the latter modetl of travma. which
accurately resemble most human spinal cord injuries.

In the present study., we inflicted a contusion to the spinal
cord as a model of traumatic injury of the spinal cord in
order to characterize the temporal changes of both ¢NOS
and iNOS activities in rats.

Animals were numnipulated according to the cthical prin-
ciples of our Institution and the National Institutes of Health
standards.

Adult female Wistar rats (200-250 g) were used through-
out the experiments. Animals were fed with Purina chow
(Purina, Mexico) and drank water freely. Calcium chloride
and Tris—HCH were purchased trom L. Merck. Mexicao. | ‘H)-

0304-3940/02/$ - seo front matter « 2002 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.
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1L-Arginine wias obtained from Amersham International. all
other reagents were {rom Sigma (St. Louis, MO).

For NOS activity studies, the rats were randomly allo-
cated in two groups. Under pentobarbital anesthesia (50
mg/ke i.p), one group wias submitted to a severe spinal
cord contusion (TY9) according with the weight drop miethod
described by Allen and modified for rats as described
previously [8]. In brief, under stercotaxic control, a 15 g
stainless steel eylinder with a flat tGp of 2 mm diameter
was dropper trom a height of 10 cm through a guide tube
onto the exposed dura mater. The second group was only
submitted o laminectomy (sham-lesioned group). also
under pentobarbital anesthesia. NOS activities were assayed
by measuring the conversion of [“ll]-l.-urgininc 1o | H]-L-
Citrulline [6]. Both groups ol rats were allowed to recover
from anesth and surgical procedures in an intensive care
unit for small animals (Schoer Manutacturing Co., Kansas
City, MO), and were then housed in individual acrylic cages
with sterile sawdust. Rats received chow and water ad libi-
tum. Their intestine and bladder were handled with manual
expression twice a day until sacrifice.

Animals were killed by decapitation at different time
periods after surgery procedure (2. 4, 8, 12, 24 and 72 h).
Spinal cord tissue obtained 2 mm rostral and 2 mm caudal
from the injured site was frozen in liquid nitrogen and stored
at —70°C until NOS activity was measured. Spinal cord
tissue was homogenized over ice in 250 jul of the following
buffer and protease inhibitors solution: SO mM Tris—HCI
(pH 7.5), 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.1% 2-mercap-
tocthanol, | mM leupeptin, | mM phenylmethylsulphonyl
fluoride (PMSF), 2 mg/l aprotonin, 10 mg/l soybean trypsin
[71 inhibitor (SBTI) and 40% v/v Noninet P-40. A volume of
homogenate containing 500 pg of protein was incubated in

70
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€NOS activity
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the presence of 10 pM r-arginine-HCL 0.2 pCi l"H]-L-
arginine, | mM NADPH., 10 M calmoduline and 2.5
mM CaCl,. The reaction volume was nude up to 100 il
by adding homogenization buller and incubated for 30 min
at 37°C. The reaction was stopped by addition of 1 ml of
stop butfer (2 miM EGTA. 2 mM EDTA and 20 mM
HEPES: pH 5.5). The reaction mixture was then applied
onto it 1 ml column of dowex resin (50 W, Na® form) that
had previously been cquilibrated with stop bufler. 1341
Citrulline was cluted with | ml of water and quantitied by
liquid scintitlation in a Beckman LLS6500 scintillation coun-
ter. Results were expressed as ng of L-citrulline/mg protein/
30 min. In order to obtain both calcium-dependent (¢NOS)
lcium-independent (iINOS) acti es from the same
sue sample, enzyme activity was evaluated either in the
presence (2.5 mM) or the absence of calcium in the incuba-
tion medium. Protein concentration in the homogenates was
measured using Bradford reagent {4] with bovine serum
albumin as a standard. Statistical signiflicance of the difter-
ences in ¢NOS and iNOS activities at the different times
after lesion was determined by analysis of variance followed
by the Dunnet’s test using the SPSS software.

Results of NOS activities are shown in Figs. I and 2. In
control rats (sham-lesion group) the spinal cord presented
basal ¢NOS and iNOS activitics of 24.56 £ 2.9 and
23.34 = 2.7, respectively, expressed as ng of L-citrulline/
mg protein/30 min. Interestingly, both enzymes presented
a trend to increase their activity in injured animals., The
cNOS activity after spinal cord injury was increased (see
Fig. 1) in the injurcd animals in the groups of rats killed 4
(1389%) and 8 h (96%) alter the lesion. iINOS activity
presented a trend to enhance in the whole groups of animals
submitted to the lesion and cvaluated at the different times

2h
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tagury Kh
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Fig. 1. Constitutive nitric oxide synthase (cNOS) activity measured at several time periods after spinal cord lesion (2, 4, 8, 12, 24, 48 and
72 h). Sham group received only laminectomy and was sacrificed 2 h after surgery. The number of animals is given for each group within
parenthesis. Lesion groups received severe spinal cord contusion. The results are expressed as means = SEM of 6-8 animals per group,
* different from sham group (P - 0 05), ANOVA followed by Dunnet’s test. LR A

13D

T TRESIS CON
FALLA DE QRIGEN

o




A. Diaz-Ruiz et al. / Neuroscience Letters 319 (2002) 129-132

60

w
<

Iy
(=}
—

ng of Lcitrulline'mg protein'30 min,
w
o

INOS activity
N
o

5

o
—

~"TESIS CON
FALLA DE ORIGE,

Stham fnjury 2h Injury 4h
®)

Injury Bh Imjuey12h
(.3 [t

Tnjury 24h Imyuey72h
8) [} 6)

Fig. 2. Inducible nitric oxide synthase (iNOS) activity measured at several time periods after spinal cord lesion (2, 4, 8, 12,24, 48and 72 h).
Sham group received only laminectomy and was sacrificed 2 h after surgery. The number of animals is given for cach group within
parenthesis. Lesion groups received severe spinal cord contusion. The results are expressed as means = SEM of 6-8 animals per group,
* different from sham group (P < 0.05), ANOVA followed by Dunnet’s test.

with increases ranging from | to 103% versus sham-
lesioned animals, but only the group killed 72 h after the
lesion was statistically different trom sham-lesion group
(Fig. 2).

In the present study. the activity of both isoforms of NOS
was assessed in the injured site of the spinal cord at different
time periods, trying to cover the time lapse in which oceurs
most acute events related with secondary damage. Results
presented  here  indicate  a  time-dependent  sequential
increase in both ¢NOS and iNOS activities after spinal
cord injury.

Our results are partially in agreement with data of Hu et al.
[9]. who showed an enhanced expression of both isoforms ot
NOS. as a result of a neurotoxic lesion of the spinal cord
within the first 48 h after insult, however, the time course
of the INOS activity enhancement was detected carlierat 4 h
after the insult and persisted up to 24—38 hin the ventral cord.
Ditferences in the mechanisms of cord damage could be
responsible tor these discerepancices, as they used a chemi-
cally-hased insult instead of a mechanical one. iNOS activity
after traumatic cord lesion was reported increased at a late
stage (7 days)y of SC contusion | 20]. but not at carly stages (72
). as found in the present study. This is probably duc to
diftferences in the amount of tissue sampled, as they took S-
mum rostral and S mm candal cord picces from the center of
imuey for the NOS activity assays, while our samples were 2
min rosteal and 2 mam caudal from the same center, giving our
sample more focused on the lesion core. However, it is
nuportant to remark that further experiments are necded to
explore what happens in the arcas remote to the lesion site.
Interestingly. the peak activity ofeNOS (4 ) and iNOS (72 h)
showed in our results, are not in agrecment with the peak
production of NO measured by v et al. [13] who using a

NO-selective electrode in the SC injured site found the high-
est concentration of NO immediately after the injury. This
discrepancy could be explained because many of the actual
NO detectable in the site of injury, could be produced in other
sources, prohably in far blood vessels [5], and then reach the
SC though the vascular bed.

Increased eNOS activity at short times (4-8 h) after spinal
cord lesion is perhaps related to calcium dependent mechan-
isms evoked by the tissue response to injury. including
enhanced glutamate release [14), while induction of iNOS
activity is probably the result of inflammatory response and
macrophages reeruitment after damage {17]. because the
peak of iINOS activity was a later event (72 h) after spinal
cord contusion. We considered that time periods chosen in
our study are of significance for most ol the experimental
treatments used to prevent tissue damage after spinal cord
injury f1].

The increased formuation of nitric oxide. peroxynitrite
and nitrated proteins short after spinal cord contusion
[13] must play an important role in destructive and repara-
tive events taking place following acute spinal cord injury.
depending on the amount of NO produced [10] and the
redox conditions  of the environment [20] among other
fuctors.

In conclusion, both isoforms of NOS scem to be involved
in the tissue response to spinal cord injury by contributing to
NQ formation rate at the site of injury. at different times
after insult, through diverse mechanisms and perhaps from

aricd cell sources.

We thank Dr Migucel Asai from the National Institute ol
Paychiatry for his kind support in the mcasurcment ot the
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