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RESUMEN

Después de una lesién de la médula espinal (LME) causada por un traumatismo, se
desarrollan una serie de fendmenos autodestructivos que originan un mayor dafié en la zona
lesionada. Entre estos se encuentra el estrés oxidativo, que es la produccion excesiva de
radicales libres, los cuales actuan sobre lipidos poliinsaturados de las membranas celulares
originando el fenémeno conocido como lipoperoxidacion.

Actualmente se ha reportado que el sistema inmunolégico puede ser capaz de proteger al
tejido neuronal después de una lesion a través de lo que se ha denominado “autoinmunidad
protectora”, misma que es una respuesta fisiolégica del organismo que esta genéticamente
codificada (Hauben y cols., 20003, 2001).

Se ha reportado que cepas de ratas resistentes (Fischer 344 y Sprague Dowley) a desarrollar
la enfermedad autoinmune Encefalomielitis Alérgica Experimental (EAE), presentan una
mejor funcién de esta respuesta autoinmune protectora y por consiguiente una mejor
proteccién del tejido neuronal que cepas de ratas susceptibles {Lewis) a desarrollar la EAE.
Este mecanismo involucra la respuesta inmune adquirida mediada por células T, que como
ya bien se ha demostrado, son capaces de proteger al tejido neuronal después de una lesion
en médula espinal. Hasta el momento no se conocen con exactitud los mecanismos por
medio de los cuales el sistema inmunoldgico lleva a cabo este fenémeno de neuroproteccion.
Debido a que la respuesta inflamatoria esta fuertemente ligada a la produccién de radicales
libres y con ello al fenémeno de lipoperoxidacién y a que dicha respuesta podria estar
modulada de manera importante por la autoinmunidad protectora, pensamos que la
disminucion del fenémeno de lipoperoxidacion podria ser el mecanismo por medio del cual
dicha respuesta autoinmune promueve neuroproteccion.

Sobre la base de estas observaciones se decidié comparar los niveles de lipoperoxidacién en
meédula espinal de ratas lesionadas, asi como en ratas a las que sélo se les sometio al
proceso quirurgico (Laminectomia); esperando encontrar diferencias entre grupos de cepas,
ya que pensamos que el efecto protector de la autoinmunidad protectora puede estar dirigido
a contrarestar de alguna forma el efecto téxico del estrés oxidativo que se genera como
consecuencia del trauma en médula espinal.

Para esta primera etapa se utilizaron 12 individuos por cada cepa, § de los cuales fueron
sometidos a una lesién severa a nivel de T9 y los 6 animales restantes fueron sometidos
unicamente al proceso quirdrgico (laminectomia), los niveles de lipoperoxidacion fueron
medidos a las 24 horas después de la lesion.

En las ratas sin lesion, la cepa Lewis presentd mayores niveles de lipoperoxidacion en
comparacion a la cepas Fischer 344 y Sprague Dowley; dichos resultados fueron
estadisticamente significativos.

En lo correspondiente a las ratas sometida a lesion de nueva cuenta la cepa Lewis presentd
mayores niveles de lipoperoxidacion en comparacion a las cepas de ratas resistentes
(Fischer 344 y Sprague Dowley), dichos resultados fueron también estadisticamente
significativos.

Los datos obtenidos durante esta primera etapa de investigacion sugieren que los animales
resistentes a la EAE son mas capaces de amortiguar el medio toxico que se genera después
de una lesion traumatica en médula espinal, dicho mecanismo de accion podria involucrar a
las células T autoinmunes que protegen el tejido neuronal mismo que es el blanco del estrés
oxidativo. Por otra parte también sugieren que en las ratas Lewis dichos mecanismos
protectores no estan presentes o no son lo suficientemente eficientes para contrarrestar el
ambiente toxico que se genera a consecuencia del dano inflingido en imédula espinal.
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I. ANTECEDENTES.

La lesion en medula espinal puede ser definida como el dafio infligido en la médula espinal que
compromete enforma parcial o completa sus principales funciones (motora, sensorial, autonémica y de
reflejo). La lesion en médula espinal permanece como una importante causa de morbilidad vy
mortalidad en la sociedad moderna. Se estima que entre 8,000 y 10,000 personas experimentan lesiones
traumaticas en Estados Unidos cada afio (Bracken y cols., 1981) (Young y cols., 1979). En nuestro
pais no contamos con algin censo, en donde se describan la incidencia, la mortalidad, la evolucién y el
costo de la atencion médica.

La lesion de la médula espinal (LME), ha sido catalogada como una enfermedad catastréfica, debido a
las secuelas que se producen sobre las funciones neurolégicas, mismas aue son el resultado de una serie
de alteraciones funcionales a nivel neuronal, que puede ir desde el bloqueo transitorio de la conduccién
eléctrica, hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado de lesion (Goolkin R. y Cambell J.B.,
1979; Belentine 1983). El tratamiento desde el punto de vista médico tiene un costo elevado por la
implicacién de recursos tecnolégicos y posteriormente, por las limitaciones para poder reintegrar a los
pacientes a sus actividades productivas previas. La longevidad prolongada y una mejor calidad de vida
en pacientes que han sufrido LME representan el resultado de un mejor conocimiento de la
fisiopatologia de este padecimiento. La LME trae consigo varios problemas, desde el punto de vista
econémico, lo que origina un alto costo tanto para el paciente como para las instituciones de salud,
ademds desde el punto de vista psicologico y social afecta la calidad de vida de las victimas, dando
lugar a una profunda carga emocional y financiera sobre la familia y el afectado.

La LME es mas frecuente en hombres jovenes, por lo general son causadas por los accidentes de
vehiculos, las caidas, los actos de violencia, las actividades recreativas y deportivas.

1. ANATOMIA DEL SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso, junto con el sistema endocrino, desempefia la mayoria de las funciones de
regulacion del organismo. En general, el sistema nervioso controla las actividades rapidas del cuerpo,
como las contracciones musculares, los fenémenos viscerales que evolucionan rapidamente, e incluso
las secreciones de algunas glandulas endocrinas. El sistema nervioso se caracteriza por la enorme
complejidad de funciones de regulacién que es capaz de realizar. Este sistema recibe literalmente
millones de pequefios datos de informacién (bits) procedentes de distintos drganos sensoriales, para
luego integrarlos y determinar la respuesta adecuada que debe dar el organismo.

El cerebro humano contiene mas de 100 billones de neuronas, cada una con capacidad para influenciar
sobre muchas otras células. Claramente, se requiere de un mecanismo altamente eficiente y sofisticado
para controlar la comunicacién entre este estratosférico nimero de elementos. Entre las células
nerviosas existen contactos celulares de un tipo especial, llamado sinapsis (gr. sinapsis, union), a través
de la cual una onda o impulso nervioso es transmitido desde una célula nerviosa a otra. Aunque hay
muchas clases de sinapsis en el cerebro, se han subdividido en dos clases generales: sinapsis eléctrica y
sinapsis quimica. La sinapsis eléctrica permite el flujo directo de correate eléctrica de una neurona a
otra. En contraste, la sinapsis quimica permite la comunicacion célula-célula via la secreciéon de
neurotransmisores (Purves y cols., 2001).



El sistema nervioso esta dividido en el sistema nervioso central (SNC), que a su vez estd compuesto por
el encéfalo y la médula espinal; y el sistema nervioso periférico (SNP), el cual consiste de nervios y
fibras que transportan informacién del SNC a otras partes del cuerpo (la periferia) (Diagrama 1).
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_ NERVIOSO
| cereero VENTRAL ——>» MEDULA
{SNC) ESPINAL
¥ BN ERNEEY
SISTEMA
DVISION  [4——— NERVIOSO —— DIVISION
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! \ /
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ESQUELETICO MUSCULO LISO
GLANDULAS
ORGANO EFECTOR
(COMPUESTO POR MUSCULO Y TEJIDO
GLANDULAR)

Diagrama 1. Organizacion del sistema nervioso (Sherwood, 1997)

I.1.1 SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

Comprende todo el tejido fuera del encéfalo y la médula espinal. Esta compuesto por grupos de cuerpos
de células nerviosas o ganglios, entrecruzamiento de fibras nerviosas o plexos, y haces de fibras
nerviosas de recorrido paralelo bajo la forma de nervio. Los nervios parten del encéfalo y de la médula
espinal en pares, uno para cada lado del organismo. Los nervios del encéfalo se denominan nervios
craneales y los nervios que provienen de la médula espinal se denominan nervios espinales.

Los nervios periféricos permiten que las neuronas del SNC estén en contacto con todas las partes del
organismo. Las fibras nerviosas que salen del SNC como prolongaciones de células se denominan
eferentes (lat. affer6, sacar de) o motoras (lat, moveo, mover), dado que conducen impulsos desde el
SNC hacia la periferia. Las fibras nerviosas, que son largas prolongaciones de células nerviosas de los
ganglios exteriores al SNC y que ingresan alli por via de los nervios craneales o espinales, se
denominan aferentes (lat. afferos, llevar a) o sensitivas (lat. sentio, sentir), dado que conducen impulsos
desde la periferia hacia el SNC. Por lo general, las fibras nerviosas motoras y sensitivas estan
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entremezcladas en los nervios craneales y espinales. Los nervios se ramifican en su camino hacia la
periferia, donde presentan terminales libres en los tejidos periféricos u drganos terminales
especializados (Geneser y cols., 2000).

Las neuronas aferentes viscerales llevan impulsos a los efectores viscerales: musculos liso, cardiaco y
glandulas. Los nervios espinales o raquideos contienen tanto fibras aferentes, somaticas como
viscerales. Cada nervio es un haz de fibras nerviosas por fuera de la médula espinal o del cerebro.
Microscopicamente esta constituido por un gran nimero de fibras estrechamente aglomeradas, unas
mielinicas que se forman por enrrollamientos de células de Schwann en el ax6n produciendo muchas
membranas plasmaticas. Otras amielinicas, agrupadas dentro de pequefios haces llamados fasciculos
cada uno rodeado por una vaina densa de la cual parten hilos de tejido conectivo llamado endoneurio
que se extiende dentro de los espacios entre cada una de las fibras nerviosas. Son 31 pares de nervios
raquideos que se conocen, hay ocho pares de nervios raquideos cervicales, 12 dorsales, 5 lumbares, 5
sacros y | coccigeo.

Los nervios craneales tienen una organizacién muy variable en cuanto a las fibras que los forman, son
12 pares insertados en el cerebro y dispuestos simétricamente. Cada uno sale del craneo a través de un
agujero en su base y comprende los siguientes: olfatorio, dptico, motor ocular comin, patético
trigémino, motor ocular externo, facial, auditivo, glosofaringeo, neumogastrico o vago espinal e
hipogloso (Gayton y cols., 1997).

1.1.2. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Esta compuesto por el encéfalo cubierto por el craneo (Telencéfalo), y su continuacién hacia abajo en
la médula espinal, ubicada en el conducto raquideo. Se encuentra dividido en Telencefalo, Corteza
cerebral, ganglios basales, diencéfalo (subdivido a su vez en: Epitalamo, Talamo e Hipotalamo),
Mesencéfalo, cerebelo, Protuberanciay Bulbo Raquideo.

El encéfalo es la principal area integradora del sistema nervioso; en el hombre es el lugar donde se
almacenan los recuerdos, se conciben los pensamientos, se generan las emociones y otras funciones que
se relacionan con nuestra psiquis, y se lleva a cabo el control complejo de nuestro organismo (Figura 1)
(Gayton y cols., 1997).

En los mamiferos, la mayoria de las células nerviosas se encuentran en el sistema nervioso central, y
desde el punto de vista histologico, se caracteriza como epitelio muy especializado, dado que las
células estdn densamente empaquetadas y unidas por contactos celulares frecuentes.
Microscdpicamente esta dividido en sustancia gris: aspecto que atribuye a la preponderancia de cuerpos
celulares y fibra no mielinizadas; y sustancia blanca: aspecto que se atribuye principalemte a la
presencia de fibras mielinizadas (Rodney y cols., 1997).
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Figura 1. Partes que componen al SNC (Gayton y cols., 1994).

1.1.2.1 EL SISTEMA DE LiQUIDO CEFALORAQUIDEO.

El liquido cefalorraquideo es un fluido claro e incoloro que recubre el sistema nervioso central en su
totalidad, como una cubierta acuosa en el espacio subaracnoideo que lo protege de los golpes (Geneser
y cols., 2000). Existen estructuras profundas en el cerebro, el diencéfalo y el tallo encefilico, con gran
contenido de liquido cefalorraquideo denominadas ventriculos (Gayton y cols., 1994).

1.1.2.2 VENTRICULOS.

Hay en total cuatro ventriculos:

e Los ventriculos laterales (1 y 2), cada uno de ellos se ubica cerca del plano medio en cada
hemisferio cerebral.



» El tercer ventriculo, se ubica entre las dos mitades laterales del tilamo, se expende hacia delante
y abajo, en el plano de la linea media entre las dos mitades del hipotalamo (Gayton y cols.,
1999).

¢ El cuarto ventriculo es una cavidad amplia, de escasa profundidad, en forma de rombo, que
cubre la protuberancia y el bulbo, y se extiende desde el conducto del epéndimo de la porcion
superior de la médula central hasta el acueducto cerebral de Silvio en el mesencéfalo.
(Carpenter y cols., 1994).

1.1.2.3 MEDULA ESPINAL

La Médula Espinal (ME) es una estructura larga y cilindrica, que se encuentra en el conducto raquideo
o vertebral. Se extiende desde el agujero occipital, donde se continia con el bulbo, hasta el borde
inferior de la primera vértebra lumbar. Presenta un recubrimiento de tejido conectivo denominado
meninges que reviste toda la superficie del encéfalo y la médula espinal (figura 1). Las tres capas que
conforman las meninges son:

e La duramadre, que es un fuerte revestimiento fibroso que rodea todo el SNC, esta unida con
firmeza a la superficie interna del craneo pero sélo laxamente al canal vertebral, donde existe un
espacio de tejido conectivo denominado espacio epidural.

* La aracnoides, que es una estructura delicada, con fijacién laxa en la superficie interna de la
duramadre. Por debajo de la aracnoides se encuentra un espacio de liquido que rodea al encéfalo
y la médula espinal, llamado espacio subaracnoideo. Este espacio estd penetrado por gran
nimero de trabéculas que forman parte de la aracnoides.

e La piamadre, que es un delgado revestimiento fibroso y vascular del encéfalo y la médula
espinal, fijado con firmeza a su superficie (Gayton y cols., 1994).

En la medula espinal se reconocen dos ensanchamientos, el cervical y el lumbar, cada uno de ellos
inervan respectivamente en las extremidades superiores e inferiores. La médula espinal estd compuesta
por 31 segmentos, cada uno de los cuales reciben y proporciona dos pares de filamentos radiculares
dorsales y ventrales. La médula espinal se divide en los siguientes segmentos en el humano: ocho
cervicales, doce tordcicos, cinco lumbares, cinco sacros y uno coccigeo. La médula espinal ocupa el
conducto vertebral en toda su extension hasta el tercer mes de la vida fetal, pero mas tarde la velocidad
diferencial de crecimiento de la columna vertebral supera al de la médula espinal. En el nacimiento, el
cono medular se localiza proximo a la vértebra L3(lumbar 3); en el adulto se halla entre las vértebras
L1 y L2 (lumbar 1 y 2), y ocupa solo los dos tercios superiores del conducto vertebral. Los nervios
raquideos emergen del conducto vertebral por los agujeros invertebrales. El primer nervio cervical
surge entre el atlas y el occipital. La octava raiz cervical emerge del agujero invertebral situado entre
C7 (cervical 7) y Tl(toracica 1); los demas nervios raquideos emergen de los agujeros invertebrales
situados por debajo de la vértebra correspondiente al mismo nimero. La médula espinal, como todo el
sistema nervioso central deriva del bulbo neural embrionario. El conducto central, revestido por células
ependimario, representa la luz vestigial (Carpenter y cols., 1994).
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Figura 2. Componentes de la médula espinal (Carpenter y cols., 1994).
1.1.2.3.a TOPOGRAFIA.

Las fibras ascendentes y descendentes que ocupan regiones particulares de la sustancia blanca estin
organizadas en haces mas o menos definidos. Los haces de fibras que tienen el mismo origen, trayecto
y destino se denominan tractos o fasciculos. La sustancia blanca de la médula espinal se divide en tres
cordones pares: posterior, lateral y anterior. El cordon posterior se encuentra entre el asta posterior y el
tabique medio posterior. En las regiones toracica superior y cervical, un tabique intermedio posterior,
mas pequefio y menos definido, divide cada cordén posterior en dos columnas blancas. El cordén
lateral se halla entre la zona de ingreso de la raiz dorsal y el punto en que emergen las raices ventrales
de la médula espinal. El corddn posterior es el de mayores dimensiones y estd compuesto casi de forma
exclusiva por fibras ascendentes largas y fibras descendentes cortas originarias de células de ganglios
espinales. Aunque la medula espinal constituye sélo el 2 % del sistema nervioso central, sus funciones
tienen una gran importancia ya que comprende: 1) vias aferentes que conducen impulsos sensoriales de
la mayor parte del cuerpo, 2) vias descendentes que median funciones motoras voluntarias y modifican
el tono muscular y 3) sistema de fibras y neuronas que median los reflejos y suministran inervacion
auténoma (Carpenter y cols., 1994).



1.1.2.3.b. ESTRUCTURA INTERNA.

Al igual que el encéfalo, la médula espinal estd compuesta por areas de sustancia gris y dreas de
sustancia blanca; esta Gltima se encuentra sobre la superficie, mientras que la sustancia gris es profunda
en forma de mariposa. Los cuerpos de !as células nerviosas se encuentran en la sustancia gris con
muchas fibras nerviosas cortas; pero en ia sustancia blanca sélo existen tractos de fibras y glia. La
sustancia gris tiene el aspecto de miltiples astas conectadas por un puente trasversal, denominado
comisura gris, entre las dos mitades de la médula. Muchos tractos de fibras se dirigen de un lado al otro
de la médula a través de las comisuras blancas que acompafian .ala comisura. gris. Las astas de
sustancia gris a cada lado de la médula se denominan respectivamentc: 1) el hasta gris ventral (o el asta
gris anteior), 2) el asta gris dorsal (o el asta gris posterior) y 3) el asta gris lateral. En el asta ventral se
ubican las motoneuronas anteriores, cuerpo de las células nerviosas que envian fibras a través de los
nervios espinales a los misculos para producir la contracciéon muscular. En el asta gris dorsal se
encuentra los cuerpos de las células que reciben seiales sensitivas de los nervios espinales. En el asta
gris lateral, las células nerviosas dan origen a las fibras que llevan al sistema nervioso auténomo, que
controla muchos de los érganos internos (Gayton y cols., 1994).

1.1.2.3.c. CONEXIONES DE LOS NERVIOS ESPINALES CON LA MEDULA ESPINAL.

Cada nervio espinal se conecta con la médula por medio de dos raices denominadas dorsal y ventral
(también se les llama raiz posterior y raiz anterior). A su vez cada una de estas raices ingresa o
abandona la médula por medio de 7 a 10 pequefios filamentos radiculares. La raiz dorsal también se
denomina raiz sensitiva, porque lleva casi completamente fibras sensitivas, mientras la raiz ventral se
denomina raiz motora, porque lleva casi en su totalidad fibras motoras a los musculos, para provocar la
contraccion o al sistema nervioso auténomo, para controlar la actividad de los dérganos internos.
(Gayton y cols., 1994).

1.1.2.3.d. NUCLEOS Y GRUPOS CELULARES.

La sustancia gris de la médula espinal, con su forma de mariposa, contiene un nimero de neuronas de
tamaiios y formas diversas. Basicamente, se las puede clasificar como células radiculares y células
columnares.

Las células radiculares se hallan en las astas anteriores y posteriores y dan origen a los axones que
salen por la raiz ventral para inervar efectores somaticos o viscerales.

Las células columnares son neuronas cuyas prolongaciones periféricas no salen del sistema nervioso
central. Sobre la base de la longitud, trayecto y conexiones sindpticas de sus axones, estas células se
pueden clasificar como: centrales, internunciales, comisurales o de asociacién. Un gran nimero de
células columnares dan origen a fibras que entran a la sustancia blanca, se bifurcan, ascienden y
descienden. Algunas de estas fibras poseen largas prolongaciones que ascienden a niveles mas elevados
del neuro eje y transmiten impulsos relacionados con modalidades sensoriales especificas. Las células
nerviosas estdn organizadas en la sustancia gris en grupos mas o menos definidos que se extienden
longitudinalmente y se denonzinaii columnas celulares o niiclens (Carpenter y cols., 1994)



I.2. HISTOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO. R

1.2.1 NEURONAS

Todas las neuronas poseen un cuerpo celular o soma compuesto por un niicleo rodeado por cantidades
variables de citoplasma. El citoplasma que rodea al nicleo se denomina pericarion (el cual contiene las
mitocondrias), ademas estan presentes otras estructuras como: la sustancia de Nissl (nucleoproteinas
distribuidas por todo el pericarion y el citoplasma dendritico), las neurofibrillas, el aparato de Golgi y
la presencia de un nucleo central. A menudo existen numerosas prolongaciones cortas ramificadas, las
dendritas (gr. Dendrite referente a drboles) y una prolongacion larga, el axon (gr. Axén, eje), que en
algunos casos alcanza un metro de largo. A menudo el axén emite ramificaciones conocidas como
colaterales, a lo largo de su recorrido y ademas ramificaciones preterminales donde termina la neurona
y forma contactos sinapticos.

De acuerdo a su funcion, hay tres tipos de neuronas que intervienen en la formacion de las vias
nerviosas: .

s Neuronas sensitivas o aferente: Conducen impulsos desde la piel-u otro 6rgano sensitivo hacia
la médula espinal y el cerebro.

e Neuronas motoras o eferentes: Transportan impulsos que salen del cerebro y médula espinal
hacia ciertas estructuras donde tiene lugar la respuesta, como puede ser: musculo estriado,
musculo liso y muisculo cardiaco o glandulas.

e Interneuronas: También denominadas neuronas internunciales, neuronas intercalares o
neuronas centrales; forman una red intercomunicante e integradora entre neuronas sensitivas y
motoras.

Como se observa en la figura 3, las neuronas pueden ser clasificadas desde el punto de vista estructural
en:

* Neuronas multipolares tienen un axén y dos o mas dendritas

e Las neuronas bipolares tienen un axén y una dentrita. Se encuentran en la retina, en el ganglio
espial de la coclea y en el ganglio vestibular (relacionada con el nervio auditivo), las neuronas
de los ganglios espinales y craneales son bipolares en el principio, pero durante el desarrollo
embrionario las prolongaciones se acercan y fusionan hasta formar una sola; esto les ha dado la
denominacién de neuronas seudo unipolares.

e Las neuronas unipolares o monopolares (en realidad seudopodiales) tienen una prolongacion,
el axon se divide cerca del soma celular en dos prolongaciones largas.
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Figura 3. Tipos estructurales de neuronas. Las neuronas se clasifican principalmente por el nimero de
dendritas que se originan del cuerpo celular (Snell, 2001).

Segln la longitud del axén las neuronas se clasifican en: neuronas de proyeccion (Golgi tipo 1) e
interneuronas (Golgi tipo II).

Las neuronas de proyeccion (Golgi tipo 1) tienen numerosas dendritas y un axén muy prolongado que
después de abandonar el cuerpo celular pasa a otras zonas del sistema nervioso central y junto con la
sustancia blanca abandona el sistema nervioso central como fibra nerviosa periférica. Estos axones
forman los grandes haces de fibras del encéfalo, la médula espinal y los nervios periféricos.

Las interneuronas (Golgi tipo 1I) o neuronas de asociacion, también poseen numerosas dendritas
ramificadas, pero presentan un axoén relativamente corto que se ramifica cerca del cuerpo celular. Las
interneuronas se intercalan entre otras células nerviosas muy cercanas, de alli su nombre, y tienen por
funcion mediar las sefales entre muchas de estas neuronas cercanas en un grupo (Geneser y cols.,
2000).

1.1.2 CELULAS DE LA NEUROGLIA

Ademas de las neuronas, el SNC cuenta con células de la neuroglia (células gliales), que son elementos

de sostén, de origen ectodérmico. Estas células intervienen en la actividad bioquimica de las neuronas.

La neuroglia se divide a su vez en macroglia y microglia. La macroglia esta constituida por: 1) Los
10



astrositos llamados asi por sus prolongaciones en forma de estrella y cuya funcién es dar sostén
estructural y nutricion al SNC; 2) Los oligondendrocitos (gr. oligos, pocos) poseen menos
prolongaciones ramificadas que los astrocitos, ayudan a mantener unidas las fibras nerviosas y
producen mielina que envuelven a las fibras nerviosas localizadas en el SNC. 3) Las células de
Schwann poseen un nicleo alargado y aplanado, en el plasmalema se forma una invaginacion que
rodea el axon. Las células de Schwann forma una vaina completa alrededor de los axones de mielina en
el SNP a excepcion de las terminales. 4) Microglia son células de origen mesodérmico que presentan
prolongaciones cuya funcién es principalmente fagocitica. En casc de dafio al tejido nervioso, las
células residentes de la microglia se pueden transformar en microglia activa, con actividad fagocitica,
que actian como células presentadoras de antigenos profesionales (ver Células Dendriticas). La
microglia son las primeras células que reaccionan ante una lesion del SNC, con divisiones,
modificaciones morfolégicas y liberacion de sustancias de sefial (citocinas). A continuacion reaccionan
la astroglia y la oligodendroglia, quizds inducidas por las sustancias sefial emitidas por la microglia.
(Geneser y cols., 2000).

e -

A Sinapsis neuronal

Wk A

Dendritas

terminal

Vaina de mielina

S Cue
e~ \_ Ax6n  celular
! /'. o £
Eﬁi}:‘;.‘.’: ! Base del axé6n : -
Nédulo ' T
de Ranvier it e el s

Figura 4. Disposicion de mielina alrededor del axén. Se muestran los diferentes componentes que

forman la vaina de mielina. www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/eney/esp_imagepages/9682.
1.1.3 MIELINA

La mielina estd compuesta de lipidos y proteinas cuyas mutuas interacciones y asociaciones con el
citoesqueleto determinan la estructura microscopica de la membrana. Los principales lipidos
encontrados son: colesterol, fosfolipidos, galactolipidos y piasmalogenos (Russell, 1992). La cubierta
de mielina actia como un aislante, asi como plastico alrededor de un alambre eléctrico, lo cual
previene que la corriente escape a través de la porcion mielinizada de la membrana. Entre las regiones
mielinizadas, hay una zona en la membrana axonal desnuda y expuesta a los fluidos extracelulares. Es
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solo en estos espacios desnudos llamados Nodulos de Ranvier, que el potencial de membrana puede
existir y la corriente puede fluir a través de la membrana (Figura 4). Consecuentemente, en una fibra
mielinizada el impulso salta de un nodo a otro. Este proceso es llamado conduccién saltoria. La
conduccion saltoria propaga el potencial de accion mas rapidamente que la conduccién por flujo de
corriente local. Por lo tanto, fibras mielinizadas conducen impulsos 50 veces mas rapidos que fibras no
mielinizadas de tamafno comparable (Sherwood, 1997).

I.3. FISIOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La conduccién de los impulsos nerviosos a través de neuronas aferentes permite que la informacion
pueda ser llevada a los centros donde se va a procesar e interpretar. Su funcién principal es transmitir
los impulsos nerviosos desde los receptores hasta ciertas partes del sistema nervioso central, donde la
informacion se recibe y se distribuye para la organizacion de reacciones a diferentes niveles. En cuanto
la informacion llega a los centros, se somete a un complicado proceso de andlisis y sintesis, tanto en el
espacio como en el tiempo, mediante el cual se interpreta y se utiliza para elaborar reacciones que
varian desde la respuesta mas simple hasta los mas complejos mecanismos que hacen posible la
memoria.

La conduccién del impulso puede ser via axénica (conduccién que se aleja del cuerpo celular) o via
dendrita (que se dirige hacia el cuerpo celular).

Cuando un impulso viaja a lo largo de un axén, de un nédulo de Ranvier a otro la transmision
caracteristica es eléctrica. Cuando el impulso es transmitido de neuronas a neuronas a través de una
sinapsis, la transmision tipica es quimica.

La capacidad de permeabilidad selectiva para ciertos iones es funcién de la membrana celular. Es esta
propiedad de la célula nerviosa la que participa en la transmision del impulso nervioso; el transporte
activo de sodio, del axoplasma al liquido intersticial, proceso en el que participa una bomba de sodio,
es la capacidad selectiva mas importante de la membrana celular nerviosa. Esto da lugar a un potencial
de membrana.

Cuando la concentracion de sodio en el axoplasma es diferente con respecto a la concentracién de
sodio en el liquido intersticial, se genera un déficit de iones Na* dentro de la membrana celular. Por
otra parte los iones potasio (K"), para difundirse a través de la membrana celular, normalmente tendrian
que equilibrar el otro lado de la membrana celular y alcanzar iguales concentraciones en ambos lados.
La bomba de sodio impide que los iones sodio entren a la célula para ayudar a neutralizar las cargas
negativas, de modo que los iones potasio estan obligados electrostaticamente a concentrarse dentro de
la célula. Estos iones solos en forma parcial compensan el déficit de carga positiva. El potencial
electronegativo neto, creado dentro de la fibra a consecuencia de la accién de la bomba de sodio, es
llamado potencial de membrana. En estado de reposo de la fibra nerviosa, la carga es positiva por fuera
de la membrana y negativa por dentro de la misma.

La disminucion del potencial de membrana en reposo implica la ligera inversion de polaridad
denominada despolarizaciéon de la fibra (Parker y cols., 1985). Los pulsos de corriente son
hiperpolarizantes o depolarizantes, dependiendo del flujo de corriente. Los términos depolarizante e
hiperpolarizante pueden resultar confusos: una modificacion del potencial de membrana de -90mV a —
70 mV es una depolarizacién que constituye una reduccion de la diferencia de potencial, o polarizacion
de la membrana. Si el potencial de membrana cambia de 90 mV a —100 mV, la polarizacién de la
membrana ha aumentado y se habla de hiperpolarizacion. El potencial de accién se dispara cuando la
depolarizacion es suficiente para que el potencial de membrana alcance un determinado valor umbral,
que es de aproximadamente —55 mV (para el axon gigante de calamar) (Barne, 1992).
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.4. GENERALIDADES DEL SISTEMA INMUNE.

El sistema inmune es un sistema de defensa que ha evolucionado en vertebrados para protegerlos de la
invasion de microorganismos patogénicos y del cancer. Este es capaz de generar una enorme variedad
de células y moléculas capaces de reconocer especificamente y eliminar una aparente ilimitada
variedad de invasores extrafios. Estas células y moléculas actian juntas en una exquisita red dinimica
cuya complejidad rivaliza con el sistema nervioso. Funcionalmente, una respuesta inmune puede ser
dividida en dos actividades relacionadas: “el reconocimiento y la respuesta”. El sistema inmune es
capaz de reconocer diferentes quimicos sutiles que distinguen a un patégeno de otro. Ademas, este
sistema es capaz de distinguir entre moléculas extrafias de proteinas del propio cuerpo. Una vez que el
organismo extrafio ha sido reconocido, el sistema inmune enlista la participacion de una variedad de
células y moléculas para montar una respuesta apropiada, llamada respuesta efectora, dicha respuesta
elimina o neutraliza al organismo o molécula invasora. En este sentido el sistema inmune es capaz de
convertir un evento inicial de reconocimiento en diferentes respuesta efectora, cada una capaz de
eliminar un tipo de particula del patogeno. Mas adelante, la exposicién al mismo organismo extraiio
induce una respuesta de memoria, que es caracterizada por una rapida e incrementada reaccién inmune
que sirve para eliminar al patégeno y prevenir una enfermedad.

Los mecanismos protectivos del cuerpo son divididos en dos principales tipos: inmunidad innata y
adaptativa. La resistencia innata esta presente en todos los individuos normales, y no requiere previa
exposicion para ser efectiva, y opera sobre agentes infecciosos en la misma via, cada vez que el
individuo es expuesto. La respuesta inmune adaptativa es un mecanismo de defensa especifico, que no
es activo hasta que el individuo es expuesto al agente infeccioso (Goldsby y cols., 2000).

1.4.1 INMUNIDAD INNATA.

El mecanismo de defensa innata contra invasores extrafios incluye barreras mecénicas (la piel, mucosas
que revisten el tracto gastro intestinal), productos secretados (enzimas digestivas) y células
inflamatorias (macrofagos, neutrofilos, células NK). La resistencia innata esta presente todo el tiempo
en individuos normales. Su efectividad puede ser moduladas por condiciones fisioldgicas (nutricion,
edad y niveles hormonales). La resistencia innata no distingue entre microorganismos de diferente
especie y no altera en intensidad después de una reexposicion (Sell y cols., 2001).

1.4.2 INMUNIDAD ADAPTATIVA.

La inmunidad especifica o adaptativa es capaz de reconocer y especificamente eliminar

microorganismos extrafios y moléculas (es decir, antigenos extrafios). Muestra cuatro atributos

caracteristicos:

* Especificidad antigénica

* Diversidad

* Memoria inmunolégica

* Reconocimiento de lo propio y no propio

La especificidad antigénica del sistema inmune permite distinguir sutiles diferencias entre antigenos.

Asi anticuerpos pueden distinguir entre dos proteinas que difieren en sélo una aminoacido. El sistema

inmune es capaz de generar una tremenda diversidad, permitiendo reconocer billones de diferencias

estructurales en antigenos extrafios. Una vez que el sistema inmune ha reconocido a un antigeno que

habia sido expuesto anteriormente, este induce un estado altamente incrementado de reactividad

inmunolégica; lo que indica que el sistema inmune tiene memoria. El sistema inmune puede conferir

inmunidad a lo largo de la vida contra muchos agentes infecciosos después de un encuentro inicial.
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Finalmente, el sistema inmune normalmente responde sdlo a antigenos extrafios, indicando que es
capaz de reconocer lo propio de lo extrafio, ya que si el sistema inmune reaccionara contra
componentes propios podria originar una enfermedad autoinmune (Goldsby y cols., 2000).

1.4.3 ORGANOS DEL SISTEMA INMUNE.

1.4.3.1.a. MEDULA OSEA.

La médula 6sea es un tejido blando encontrado en muchos huesos del esqueleto del cuerpo, es el sitio
de produccién de nuevas células sanguineas. Este érgano contiene células grasas, células estromales y
células formadoras de la sangre (tejido hematopoyético). En la médula ésea estan presentes
precursores de células sanguineas rojas (eritrocitoblastos), macréfagos (monoblastos), plaquetas
(megacariocitos), leucocitos polimorfonucleares (mioblastos) y linfocitos (linfoblastos) (Sell y cols.,
2001).

1.4.3.1.b. TIMO

El timo esta localizado en la parte superior de la cavidad toracica, por detras del esternén. Alcanza su
peso maximo de 50 gramos durante la infancia y en la pubertad comienza a involucionar. El timo esta
compuesto por dos Iébulos, derecho e izquierdo unidos mediante tejido conectivo en la parte media. Se
desarrolla a partir de los epitelios ectodérmicos y endodérmicos del tercer surco branquial externo e
interno, respectivamente, pero se transforma en un 6rgano linfo-epitelial con la posterior invasién de
células madres (Stem) de linfocitos T.

Las células T comienzan su maduracion en el timo que es completada en la periferia de otros 6rganos
linfoides (es decir nédulos linfaticos) (Geneser y cols., 2000).

1.4.3.2.a NODULOS LINFATICOS.

Los nddulos linfaticos son pequeiios agregados nodulares de tejido rico en linfocitos situados a lo largo
de canales linféticos a través del cuerpo. Cada nédulo linfatico es rodeado por una cépsula fibrosa que
penetra por numerosas vénulas linfiticas aferentes, y vacian linfa dentro de una zona subcapsular o
seno marginal. Debajo del seno subcapsular, el nédulo consiste de una corteza exterior y una
paracorteza interna. Debajo de la paracorteza, estd la médula, que consiste de cordones medulares que
conducen al seno medular. Estos cordones son poblados por macréfagos y células del plasma. La
sangre es dirigida a nédulos linfiticos via una arteria que entra a través del hilium y ramas dentro de los
capilares en la corteza exterior. Los linfocitos salen de la circulacién y entran al estroma de los nédulos
a través de vénulas especializadas llamadas vénulas endoteliales altas (HEV's) en la paracorteza
(Abbas y cols., 2000).

1.4.3.2.b. BAZO.

El bazo es un 6rgano que pesa unos 150 g en los individuos adultos, localizado en el cuadrante superior
del abdomen. Esta vascularizado por una sola arteria esplénica, que atraviesa la capsula en el hilio y se
divide en rama cada vez mas pequeiias. Los linfocitos y las células accesorias estan dispuestos
anatdmicamente en el bazo como lo estan en ganglios linfaticos. La furcion del bazo y su respuesta
frente antigenos es muy similar a la de los ganglios linfaticos, siendo la diferencia esencial que el bazo
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es el primer lugar de la respuesta inmune frente a antigenos transportados por la sangre, mientras que
los ganglios linfaticos estan implicados en la respuesta frente a antigenos transportados por la linfa. El
bazo es también un importante filtro de la sangre; sus macrofagos de la pulpa roja limpian la sangre de
sustancias extrafias y de eritrocitos viejos (Abbas y cols., 2000).

1.4.3.2.c SISTEMA INMUNE CUTANEO.

La piel contiene un sistema inmune especializado, consistente en linfocitos y moléculas accesorias, que
sirven para optimizar la deteccion de antigenos del medioambiente. La piel es un gran 6rgano en el
cuerpo y la principal barrera fisica entre un organismo y su medio ambiente externo. La principal
poblacion celular en la epidermis son los queratinocitos, melanocitos, células Langerhans epidermales,
y células T intraepiteliales. Los queratinocitos y melanocitos no parecen ser importantes mediadores de
la inmunidad adaptativa, aunque los queratinocitos producen varias citocinas que pueden contribuir a la
reaccion innata y a la inflamacién cutanea (Abbas y cols., 2000).

1.4.3.2.d. TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A MUCOSAS.

La mucosa que recubre al aparato digestivo, respiratorio y sistema urogenital es la principal entrada de
muchos patégenos. Estas superficies vulnerables membranosas son defendidas por un grupo de tejido
linfoide organizado conocido colectivamente como tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) (del
ingles mucosa-associated lynphoid tissue). Estructuralmente, este tejido esta organizado en grupos de
células linfoides en la limina propia del intestino también puede organizarse en estructuras tales como
la amigdala y el apéndice, asi como placas de Peyer's, que se localizan en la capa submucosa del
revestimiento intestinal (Goldsby y cols., 2000).

1.4.4 CELULAS DEL SISTEMA INMUNE.

Todas las células sanguineas se originan de una célula stem comin que se convierte en diferentes
linajes (eritroide, megacariocitos, granulocitos, monocitos y linfocitos). Las células stem les falta el
marcador de diferenciaciéon de células sanguineas y expresan dos proteinas llamadas CD34 y Sca-1
(del ingles stem cell antigen-1). )

Durante la vida fetal, los glébulos rojos y blancos se forman en varios organos antes de la
diferenciacion de la médula ésea. La primera fase de hemapoyesis o hematopoyesis en el individuo en
formacion ocurre en los “islotes sanguineos”, en la pared del saco vitelino. En la segunda fase
hepética, también temprana en el desarrrollo, aparecen centros hematopoyéticos en el higado (y los
tejidos linfoides); durante cierto tiempo, el higado es el principal 6rgano productor de elementos en la
sangre fetal. La tercera fase de la hematopoyesis fetal ocurre en la médula 6sea (y otros tejidos
linfoides ). Después del nacimiento, la hematopoyesis se produce en ia médula 6sea y en los tejidos
linfoides al igual que en adultos. (Ross y cols., 1997) .

En etapas tempranas de la hematopoyesis, una célula pluripotente se diferencia en dos vias dando
origen tanto a una células comiin progenitora linfoide o una célula stem mieloide (figura 7). Las células
progenitoras linfoides dan origen a células T, B y células asesinas naturales (NK) mientras las células
progenitoras mieloides dan origen a células rojas de la sangre (eritrocitos), ademas de células blancas
(neutréfilos, eosinéfilos, basoéfilos, monocitos y células cebadas), y plaquetas. En la médula dsea
adulta, estas células hematopoyéticas crecen y maduran en una malla de células estromales, que son
células no hematopoyéticas que dan soporte al crecimiento y a la diferenciacion de células
hematopoyéticas. Las células estromales pueden incluir: células grasas, células endoteliales,
fibroblastos, y macr6fagos (Goldsby y cols., 2000).
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Figura 5. A partir de una célula pluripotente (stem) se origina el repertorio de células que componen el
sistema inmunolégico www. inia.es/cieex/segun].htm.

1.4.4.1 CELULAS MONONUCLEARES

El sistema mononuclear fagocitico, consiste de monocitos circulantes en sangre y macr6fagos dentro
de tejidos. Durante la hematopoyesis en la médula 6sea, las células progenitoras de monocitos se
diferencian en promocitos, que viajan hacia la médula ésea y posteriormente entran a la sangre, donde
se diferenciardn en monocitos maduros (Goldsby y cols., 2000). Estos monocitos tienen un didmetro
aproximado de 10 a 15 pm, su nicleo tiene forma de frijol, y su citoplasma granular contiene
lisosomas, vacuolas fagociticas y filamentos del citoesqueleto (Abbas y cols., 2000). Los monocitos
circulan en el flujo sanguineo por cerca de 8 horas, durante las cuales se hacen mas grandes, para
después migrar hacia dentro de los tejidos diferenciandose en macrofagos.

La diferenciacién de un monocito a macréfago de tejido involucra varios cambios. La célula se agranda
5 veces, sus organelos incrementan tanto en nimero como en complejidad; y adquiere su capacidad
fagocitica, produciendo altos niveles de enzimas hidroliticas, y secretando una variedad de factores
solubles. Los macrofagos libres viajan con movimiento ameboideo a través de los tejidos. Los
macréfagos tienen diferentes funciones en diferentes tejidos y se nombran acorde a la localizacién en el
tejido: Macréfagos alveolares en el pulmén, Histiocitos en tejido conectivo, Células de kupffer en el
higado; Células Mesengliales en el rifion; Células de la Microglia en el cerebro y Osteoclastos en
hueso.

16



La principal funcién de los macréfagos es la eliminacion de agentes extrafios que puedan originar una
enfermedad a través del fenémeno conocido como fagocitosis, ademas son eficientes presentadoras de
antigenos (CPAs). La actividad de macréfagos puede ser incrementada tanto por células T CD4"
cooperadoras (ver células T) mediadoras de la respuesta inflamatoria, o por componentes de la pared
bacterial. Uno de los mas potentes activadores de macréfagos es el interferon gamma (INF-y),
secretado por células T CD4" (fenotipo Tyy) activadas.

La fagocitosis es un proceso dependiente del citoesquleto que puede atrapar grandes particulas (>0.5
pm en didmetro). Un fagocito utiliza varios receptores de superficie para unirse a particulas extrafias o
a microbios, extendiendo la membrana en proyecciones alrededor del microbio permitiendo su ingreso
hacia dentro de la célula. Una vez que el agente extrafio es introducido al fagocito hay una unién del
lisosoma con una estructura denominada fagosoma donde estdn almacenadas enzimas proteoliticas que
al contacto con el microbio lo destruyen. Un segundo mecanismo antimicrobicida utilizado por
macréfagos (ademas de los neutrofilos), es la conversion catalitica de oxigeno molécular a radicales
libres oxihalidos, agentes que destruyen microbios (y a otras células). La fogocito oxidasa es una
enzima multimerica que reduce al oxigeno molécular intermediario, como el radical super6xido, en la
forma reducida de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH), usado como un cofactor. El
ani6n superéxido es reducido a peréxido de hidrogeno. El proceso de generacion de radicales libres es
conocido como bolsa respiratoria. Ademas del sistema éxido-fagocito, los macréfagos tienen un
segundo sistema de generacion de radicales libres a través de la enzima inducible éxido nitrico sintasa.
Esta enzima cataliza la conversion de arginina a citrulina y la liberacién del gas éxido nitrico. El éxido
nitrico liberado de los macréfagos puede combinarse con el perdxido de hidrégeno o con el anién
superdxido para generar peroxinitrito reactivo que puede matar a bacterias, sin embargo puede también
dafiar a la membrana de las células (Abbas y cols., 2000).

1.4.4.2 NEUTROFILOS.

Los neutréfilos, también Ilamados leucocitos polimorfonucleares por su nicleo multilobulado y de
diferentes formas, son los mas numerosos. Responden con rapidez a un estimulo quimiotactico,
fagocitan y destruyen particulas extraiias, tales como microorganismos; también pueden ser activados
por citocinas producidas por macréfgos y células endoteliales, y son la principal poblacion de celulas
en la respuesta inflamatoria aguda. Los neutréfilos también poseen receptores para un tipo de
anticuerpo, IgG, y para proteinas del complemento, ademas migran y se acumulan en lugares de
activacién del complemento. Por lo tanto, fagocitan con avidez particulas opsonizadas y actian como
células efectoras de la inmunidad humoral (Abbas y cols., 2000).

1.4.4.3 EOSINOFILOS

Se cree que los eosindfilos actian principalmente en la defensa frente a cierto tipo de agentes
infecciosos. Los eosinéfilos expresan receptores para un isotipo del anticuerpo IgE y son capaces de
unirse con avidez a particulas cubiertas por €l. Son particularmente eficaces destruyendo agentes
infecciosos que estimulan la produccién de IgE, como los parasitos helmintos. De hecho, los helmintos
pueden ser relativamente resistentes a las enzimas lisosomales de neutréfilos y macrofagos, pero a
menudo mueren por la accién de proteinas especializadas de los granulos de eosindfilos. Los
eosin6filos son también abundantes en los lugares en que se producen las reacciones de
hipersensibilidad inmediata (alérgicas); en este marco, los eosindfilos contribuyen a la lesién de los
tejidos y a la inflamacion. El crecimiento y diferenciacion de los eosindfilos estd estimulado por la
citosina IL-5 derivada de células CD4" cooperadoras, y la activacién de la célula T puede contribuir a
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la acumulacién de eosinofilos en los lugares de infestacion parasitaria y de reacciones alérgicas (Abbas
y cols., 2000).

1.4.4.4 BASOFILOS Y CELULAS CEBADAS

Son el equivalente circulante de los mastocitos tisulares. Tanto los baséfilios como las células cebadas
expresan receptores de alta afinidad por la IgE y, por lo tanto se unen con avidez a anticuerpos del
isotipo IgE. La interaccion posterior de los antigenos con anticuerpos del isotipo IgE estimulan a los
baséfilos y a las células cebadas para secretar el contenido de sus granulos, que son mediadores
quimicos de la hipersensibilidad inmediata. De este modo, estos granulocitos son células efectoras de la
hipersensibilidad inmediata mediada por IgE (Abbas y cols., 2000). La liberacién del contenido de los
granulos de células cebadas tiene un efecto marcado en arteriolas del misculo liso (dilatacion) y en la
permeabilidad de capilares (contraccién de células endoteliales). La liberacion de estos agentes activos
farmacolégicos por parte de las células cebadas, es el mecanismo responsable para el temprano cambio
inflamatorio, ademds de promover reacciones anafilacticas y alérgicas avipicas (Sell y cols., 2001).

1.4.4.5 CELULAS ASESINAS NATURALES

El término de células asesinas es usado porque las células NK (del ingles natural killers) estan
presentes sin previa inmunizacién y actian inmediatamente en células blanco; son parte de la
inmunidad innata. Las células NK muestran propiedades similares a células T, macr6fagos, células B y
granulocitos.

Las células NK son activadas por reconocimiento de tres tipos de blancos: células cubiertas por
anticuerpos, células infectadas por virus y algunas bacterias intracelulares, y células a las que les faltan
MHC. Una célula que normalmente expresa la moléculas de MHC clase | no es blanco de la accién de
las células NK, sin embargo en células que les falta la molécula de MHC como en el caso de algunos
tumores, son el blanco de la accién de las NK. Asi, células NK pueden ser importantes en la defensa
contra células tumorales e infecciones por algunos virus que evitan la accion de células T citotéxicas
(CD8) a través de la desregulacion de la moléculas del MHC clase 1. (Sell y cols., 2001).

1.4.4.6 CELULAS DENDRITICAS

Las Células Dendriticas son células accesorias que desempefian funciones importantes en la induccion
de la respuesta inmune. Estas células se identifican morfoldgicamente como células con proyecciones o
espinosas. Existen dos tipos de células dendriticas con diferentes propiedades y funciones. Las células
dendriticas interdigitales, estidn presentes en los intersticios de la mayor parte de los 6rganos, son
abundantes en éreas ricas en células T de los ganglios linfaticos y bazos, y estan dispersas a lo largo de
la epidermis, donde se llaman células de Langerhans. Son extremadamente eficientes en la presentacion
de antigenos proteicos (CPAs) a células T CD4 cooperadoras. Las células de Langerhans son capaces
de captar antigenos que entran a través de la piel y transportarlos a los ganglios linfaticos regionales,
donde se inicia la respuesta inmune. El segundo tipo de célula dendritica se llama célula dendritica
folicular porque estd presente en los centros germinales de los foliculos linfoides de los ganglios
linféticos, bazos y tejidos linfoides asociados a mucosas (Abbas y cols., 2000).

1.4.4.7 CELULAS T

La maduracion de células T 6 linfocitos T a través de estados secuenciales son mejor definidos por la
expresion del TCR (receptor de reconocimiento a antigenos) y de lus csreceptores CD4 y CD8. Los
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timocitos inmaduros que recién arriban de la médula espinal se les denomina dobles negativos (DN), ya
que no expresan TCR (del inglés T Cell Receptor), CD3, la cadena C (cadena zeta), ni las marcadores
CD4, CD8. También son conocidos como el estado pro-célula T de maduracion. El siguiente estado de
maduracién es denominado como estado pre-célula T. La mayoria (> 90%) de los linfocitos DN dan
origen al receptor TCR, el cual expresa las cadenas ap. El estado pre-células T se caracteriza por la
expresion de la cadena afp del TCR, que se encuentra en bajos niveles sobre la superficie celular en
asociacioén con proteinas invariantes llamadas pre-Ta, junto con CD3 .y la, proteina £, formando el pre-
receptor de la células T, esencial para la proliferacion de los proximos estados de maduracién de
linfocitos DN. En el siguiente estado de maduracion, timocitos expresan tanto los marcadores CD4 y
CDS8, y son llamadas timocitos dobles positivos (DP). La expresion de CD4 y CD8 es esencial para los
eventos subsecuentes de seleccion. La expresion de los genes del TCRa ocurre en el estado DP y este
lleva a la formacion del complejo TCR af, que es expresado sobre la superficie celular en asociacion
con CD3 y la proteina &. En este estado, los linfocitos responden a antigenos y son sujetos a una
seleccion positiva y negativa. En la seleccion positiva, los timocitos cuyo TCRs unen con baja afinidad
(débilmente) al complejo: MHC-propio«péptido-propio, son estimulados para sobrevivir; asi
timocitos cuyo receptor no reconoce al MHC propio mueren. Durante la seleccién negativa, los
timocitos cuyo TCR une con alta afinidad a antigenos propios en asociacién con moléculas del MHC
propias son muertos o eliminados. Las células que exitosamente pasan por estos procesos de seleccion
maduran en células T CD4" y CD8" que son conocidos como linfocitos simples positivos (SP). La
maduracién fenotipica es acompaiiada por la maduracién funcional. Las células T CD4" adquieren la
capacidad para producir citocinas en respuesta a una estimulacién subsecuente por antigenos y a la
expresion de otras moléculas (tales como ligando CD40) que ayudan a reconocer a linfocitos B y
macréfagos (células presentadoras de antigenos), donde las células CD8" son capaces de producir
moléculas que lisan a otras células (Abbas y cols., 2000).

1.4.4.8 CELULAS B.

La caracteristica celular definitoria de la linea de células B 6 linfocitos B, es su capacidad para
sintetizar proteinas llamadas inmunoglobulinas. Ninguna otro tipo celular expresa estas proteinas. Las
inmunoglobulinas son una familia de proteinas diversas en extremo; cada inmunoglobulina estd
constituida por dos tipos relacionados de péptidos llamados cadena pesada y cadena ligera. Cada
inmunoglobulina se fija especificamente a un gran nimero de determinantes quimicos que se
encuentran en proteinas, carbohidratos, lipidos u otras macromoléculas. La funcién principal de las
células B consiste en secretar anticuerpos en la sangre y en otros liquidos corporales, y provocar que
los liquidos resulten inadecuados para la proliferacion de invasores extrafios. Tales células constituyen
el principal tipo celular que participa en la inmunidad humoral, por lo que sus efectos de proteccién
son mediados a través de los liquidos tisulares. No obstante, las células B también desempefian dos
funciones adicionales en el sistema inmunitario. En primer lugar, pueden funcionar como células
presentadoras de antigenos, al transformar y mostrar las sustancias extrafias, de manera que los
linfocitos T puedan reconocerlas. En segundo lugar, las células B activadas pueden secretar ciertas
citocinas, y otros factores que influyen en el crecimiento de otras oelulas inmunolégicamente
importantes (Stites y cols., 1996).

1.7. COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

La respuesta inmune contra todos los antigenos proteinicos requiere el procesamiento y la presentacién
inicial del antigeno a las células T por parte de células CPAs. La razén de este requerimiento es que las
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células T reconocen solo antigenos extrafios cuando éstos se fragmentan en péptidos cortos, que luego .
se presentan en relacion con proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés
Major Histocompatibility Complex) en las superficies celulares. EIl MHC también se conoce como
complejo HLA, nombre que deriva del hecho que personas que habian recibido transfusiones
sanguineas multiples o que habian estado embarazadas en varias ocasiones en la década de los 50°,
presentaban anticuerpos en el suero que reaccionaban con leucocitos de otros integrantes de la
poblacion. Los antigenos implicados se denominaron antigenos de leucocitos humanos (HLA). Los
HLA y los genes que los codifican, se subdividen en tres tipos:

e Genes MHC Clase I: Codifican glicoproteinas expresadas sobre la superficie de toda las células
nucleadas; la principal funcion de los productos de la clase I es la presentacién de peptidos
antigénicos a células T CD8 citotoxicas.

e Genes MHC Clase II: Codifican glicoproteinas expresadas en APC (macrofagos, células
dendriticas, y células B), donde presentan al antigeno procesado a las células T CD4.

e Genes MHC Clase III: Generalmente codifican varias proteinas secretadas que tienen funciones
inmunes, incluyendo los componentes del sistema del complemento y moléculas involucradas
en la inflamacion. (Stites y cols., 1996).

Los genes que codifican para el MHC humano (complejo HLA) se extienden aproximadamente 3.5 x
10° pb en el brazo corto del cromosoma 6. Puede dividirse en tres regiones separadas, que contienen
genes de las clases I, II y III. Hay tres genes dentro de la region de la clase I, designados como Joci
HLA-A, HLA-B y HLA-C. De manera similar, hay tres genes en la clase II, conocidos como loci HLA-
DP, HLA-DQ y HLA-DR. Cada uno de estos genes existe en multiples formas alélicas, o sea, una
copia cualquiera de multiples versiones alternativas de cada gen, lo que origina proteinas con
secuencias diferentes. Por ejemplo, se han identificado cuando menos 24 aleleos de HLA-A y 50 alelos
de HLA-B en la poblacion humana, y el nimero real de alelos funcionalmente distintos puede ser
mayor. De hecho, el complejo HLA es el sistema genético mas polimorfico que se conoce. Cada
persona hereda dos copias del cromosoma y, por lo tanto, puede expresar hasta seis proteinas diferentes
de clase I y seis diferentes de clase II ( los productos de dos alelos diferentes en cada Jocus). Debido al
polimorfismo extremo de estos Joci, la probabilidad de que dos individuos expresen conjuntos idénticos
de proteinas HLA es muy bajo (Stites y cols., 1996).

1.8. FASES DE LA RESPUESTA INMUNE

1.8.1 RECONOCIMIENTO DEL ANTIGENO.

Cuando una proteina antigénica entra al cuerpo, es procesada por células presentadoras de antigenos y
mostrada en forma de péptidos asociados al MHC II a los linfocitos T CD4+. La respuesta primaria de
células T se lleva a cabo a través del reconocimiento del complejo MHC-péptido en la CPA en los
nodulos linfaticos. La consecuencia principal de la activacion de células T nativas (naive) es la
proliferacién de clonas antigeno-especificas, llevando a la diferenciacion de la progenie de células T
efectoras y de memoria. (Abbas y cols., 2000)

1.8.2 ACTIVACION DE LINFOCITOS.

La activacion de células T requiere del reconocimiento del complejo peptido-MHC por el receptor de la
célula T (TCR) e interaccion de moléculas coestimuladoras (CD3, CD28, CD45) entre ambos tipos
celulares, lo que permita una segunda sefial para la activacion de células T (figura 6) (Abbas y cols.,
2000).
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Figura 6.Traduccién de sefiales por el TCR y moléculas coestimuladoras durante la activacion de un
linfocito T por un antigeno. El esquema ilustra la interaccion del linfocito CD4. flecha rosa= actividad
de tirosina cinasa; flecha verde= activacion por mecanismo diversos; flecha roja= actividad catalitica o
inhibicién, flecha negra= secrecion. Los signos de interrogacion indican mediadores desconocidos y en
proceso de definicién (Moreno, 1996).

1.8.3 DIFERENCIACION EN CELULAS EFECTORAS

Algunos linfocitos estimulados por el antigeno se diferencian en células efectoras, cuya funcion es
eliminar al antigeno. Las células T CD4" secretan citocinas que activan a otras células. Cerca de 48
horas después de la activacion, las células T nativas (naive) aumentan de tamafio y pasan por repetidas
divisiones celulares. Estas sefiales dirigen la entrada de la célula T en la fase del ciclo celular de
sintesis, y al mismo tiempo, induce la trascripcion del gen para 1L-2 de la cadena o del receptor de IL-2
de alta afinidad. Ademas, la sefial co-estimulatoria incrementa la vida media del mRNA de IL-2. El
incremento en la transcripcion de IL-2 incrementa la produccién de IL-2 100 veces en la células T

activadas (Goldsby y cols., 2000).
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1.8.4 HOMEOSTASIS:

Al final de la respuesta imune regresa a su estado basal, en gran parte porque mucha de la progenie de
linfocitos estimulados por el antigeno mueren por apoptosis (Abbas y cols., 2000).

1.8.5 DIFERENCIACION EN CELULAS DE MEMORIA

Parte de la progenie de linfocitos B y T estimulados por el antigeno no se diferencia en células
efectoras, sino que se transforma en linfocitos de memoria funcionalmente inactivos, capaces de
sobrevivir durante largos periodos de tiempo aparentemente en ausencia de antigenos (Abbas y cols.,
2000).

1.9. INERVACION DE ORGANOS LINFOIDES

El sistema neuroendocrino estd inmediatamente conectado e involucrado en comunicacién
bidireccional con el sistema inmune. Hay dos conexiones principales: el sistema nervioso simpatico (es
decir epinefrina) y el eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal. A través de estas conexiones una neural, y la
otra endocrina, se modula la actividad inmune e inflamatoria. El sistema inmune y sus productos
(linfocinas y monocinas) pueden modificar las funciones neuroendocrinas, y a su vez las hormonas
neuroendocrinas pueden incrementar o decrementar las reacciones inmunes.
Hay inervacién del timo, bazo y médula 6sea a través del sistema nervioso auténomo. El timo es
abastecido por nervios derivados del vago, frénico, y nervio laringeal recurrente, asi como otros
pequefios ganglios en la cadena simpatética toraxico; pero muchas de las inervaciones de la médula del
timo son derivadas del nervio vago, que termina como un plexo corticomedular; donde timocitos
pequefios y de tamafio medio, se cree que son parcialmente diferenciados, y localizados. Las células T
no diferenciadas ocupan la mayor parte de la corteza, donde terminan las fibras nerviosas frénica y
laringeal recurrente. No se conoce el posible papel de estas inervaciones en el desarrollo de timocitos.
La inervacion primaria del bazo son nervios simpatéticos colinérgicos del ganglio celiaco, que terminan
en la arteriola central de la pulpa blanca. No es claro si estas terminales son importantes para la
regulacién del flujo sanguineo. En nédulos linfaticos, fibras acetilcolinérgicas son restringidas a la
capsula, ademas fibras catecolinérgica del plexo perivascular, parecen regular el flujo sanguineo. La
presencia tanto de fibras nerviosas aferentes y eferentes en la médula sugiere que el reflejo autonémico
puede influenciar la funcién de la médula, que es funcién de las células sanguineas.
Los linfocitos tienen receptores adrenérgicos, no sélo para norepinefrina, sino también para una
variedad de neuropéptidos incluyendo polipéptidos vaso-activos intestinales. Ademas, los linfocitos
activados pueden ser capaces de secretar neuropéptidos. La estimulacion de 6rganos linfoides puede
incrementar o decrementar la produccién de anticuerpos, dependiendo de que tipo de receptor (alfa o
beta) es activado: La activacion del adrenoreceptor 2-beta incementa la produccion temprana de
anticuerpos pero suprime la respuesta tardia de los mismos; el efecto de la estimulaciéon del
adrenorecepetor-alfa es controversial.
La hormona adrenocorticotropina (ACTH) y la cortisona también se activan en el control de la
respuesta inmune. Durante una inmunizacion activa, los niveles de cortisona de la sangre son elevados,
y la respuesta inmune a un segundo antigeno en una respuesta activa es deprimida (competencia
antigénica). Ha sido mostrado que las citocinas IL-1 e IL-6 pueden actuar incrementando los niveles de
secrecion de ACTH a través de la glandula pituitaria, incrementando el factor de liberacion de
corticotropina en el hipotilamo. ACTH actla en la gldndula adrenal para incrementar la produccion de
corticosteroides, y los corticosteroides reducen la actividad de linfocitos. ACTH puede también estar
incrementada por el estrés, y en varios estudios se ha mostrado que la respuesta inmune puede ser
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suprimida durante el tiempo de estrés fisiologico. Finalmente los opioides pueden incrementar el efecto
inflamatorio de neutrofilos, macrofagos, células cebadas y células natural killers, decrementando la
produccién de anticuerpos. Por lo tanto, el papel de los neurotransmisores de sefiales especificas a
células del sistema inmune y el efecto de las hormonas sobre estos no se comprende del todo, sin
embargo tienen un papel importante en la respuesta inmune (Sell y cols., 2000).

1.10. FISIOPATOLOGIA DE LA LESION EN MEDULA ESPINAL.

La lesion traumatica de la médula espinal (LTME), ocasiona alteraciones estructurales y funcionales
que van desde el bloqueo transitorio de la conducta eléctrica, hasta la falta total de la misma,
dependiendo del grado de lesion (Goodkin y Cambell, 1977; Balentine, 1983). Después de producirse

una lesion medular mecanica (lesion primaria), se desencadenan una serie de mecanismos
autodestructivos (lesién secundaria), que originan una destruccién mayor del parénquima medular con
secuelas a largo plazo (Goodki y Cambell, 1979; Balentine, 1983; Lemke y cols., 1987). El primer
mecanismo secundario que aparece después de la LTME es la pérdida de la regulacién idnica,
incrementéndose la concentracion de los iones de Na™ y Ca®* intracelulares y disminuyendo los iones
K* y Mg"; esto lleva a una depolarizacién de la membrana neuronal y al acarreo de moléculas de agua
asociadas con los iones de Na' y Ca®* | lo que produce un edema (Lemke y cols., 1987; Young y
Koreh, 1986). El exceso de Ca’* libre intracelular, activa a las proteasas neutras que destruyen
neurofilamentos, parte fundamental del citoesqueleto axonal, observandose en las primeras horas o dias
poslesion un colapso y fragmentacion axonales (Siegel y cols 1998). Ademas del Ca®* libre también se
activan proteasas y fosfolipasas que actiian sobre la mielina destruyéndola (Balentine 1988). Asimismo
se observa liberacion de glutamato y aspartato en grandes cantidades, como resultado de la entrada
masiva de Ca®* provocando excitacion intensa de neuronas viables. Este efecto txico se conoce como
exitoxicidad (Faden y Sinon, 1988). Otro mecanismo de la lesion secundaria es la neurotoxicidad
causada por el ataque de los radicales libres (RL) a las biomoléculas del tejido nervioso (estrés
oxidativo) (Zwart y cols. 1998). El SNC es particularmente sensible al ataque de los RL por varias
razones. La membrana celular lipidica es rica en colesterol y acidos grasos poliinsaturados, los cuales
son blanco preferencial de los RL de oxigeno. Ademas el SNC es rico en hierro, y éste es el principal
inductor de la produccion de RL después de una lesion en el propio SNC. De igual forma, el SNC tiene
pocas defensas antioxidates, lo que origina que sea ain mas vulnerable (Faden 1987). Cuando ocurre
una LTME, los RL también atacan a otras biomoléculas como las proteinas, el DNA y el RNA,
provocando mutaciones o dafios irreversibles que llevan a la muerte celular (Zwart y cols., 1998). Otra
molécula que es producida por diferentes tipos celulares después de una LTME y que puede dafiar el
parénquima medular es el 6xido nitrico (ON) (Hamada y cols., 1996). Cuando se activan los receptores
del tipo NMDA por accién del glutamato, se abren canales de Ca®" acoplados al receptor, asi como
canales sensibles a voltaje, aumentando la concentracién de Ca** intracelular. El Ca** a su vez activa a
la éxido-nitrico-cintasa constitutiva (ONSc), originando un incremento en la sintesis de ON. El ON
reacciona con el anion super-oxido para formar peroxidonitrito (02~ +NO —ONOO™ ). A pH
fisioldgico el peroxinitrito reacciona con las proteinas, los fosfolipidos, etc., o bien se descompone en
productos citotoxicos como ion NO**, biéxido de nitrégeno NO, y radical OH, asi que parte de la
toxicidad del ON puede deberse a su interaccién con 0%~ (Paker y Murphy, 1994). Por otra parte, se
sabe que el ON desacopla la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, produciendo RL
(Siegel y cols 1998). Ademas el ON tiene un efecto directo sobre aquellas enzimas en cuyos centros
cataliticos existe hierro / azufre, como la ribonucledtido-reductasa, la sintesis del ADN vy tres enzimas
mitocondriales contenidas en el ciclo de Krebs, ademas de la NADPH-ubiquinona 6xido reductasa, asi
como la succinato-ubiquinona de la cadena transportadora de electrones (Schweizer y Richter, 1994).
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Por otro lado, el ON juega un papel importante sobre la respuesta inflamatoria, por estimulacién de la
ciclooxigenasa, aumentando la produccién de prostaglandinas (Vladutiu, 1995).

Otro mecanismo muy importante que se origina después de una LTME y que tiene una alta
participacion en la generacion de RL, es la respuesta inflamatoria. Casi inmediatamente después del
traumatismo ocurre una reaccién inflamatoria que involucra la accién de mediadores quimicos, la
bradicina y sus precursores (Francel, 1992), las citocinas: IL-2, IL-6, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a del ingles “Tumoral Necrosis Factor”) etc., y la participacion de las células inflamatorias, lo
que origina la activacion de células inmunoldgicas residentes (astrositos y microglia) ademas de células
reclutadas desde la periferia como: macréfagos, linfocitos, etc. (Popovich y cols., 1997).

La respuesta inmune a la lesion involucra dos etapas de infiltracion celular (Popovich y cols., 1997): la
primera, dominada por células denominadas polimorfonucleares (PMN) que predominan durante las
primeras horas (Blight, 1992). Los neutréfilos aparecen en la pared de las venas y vénulas adyacentes a
la lesion, en las primeras 3 a 4 horas (Dussart y Schwab, 1994; Means y Anderson, 1983), siendo
observados en los tejidos hasta las 8 a 24 horas posteriores a la lesion (Means y Anderson, 1983). La
respuesta inflamatoria se ve reflejada en el aumento en el nimero de leucocitos en él liquido
cefalorraquideo (Travlos y cols., 1994), la infiltracion de células PMN en el sitio de lesion (Braund y
cols., 1990; Means y Anderson, 1983), el incremento en los niveles de leucotrienos (LT), principalemte
LTB,, asi como en la actividad de la mieloperoxidasa (Hsu y cols., 1986). Ademas, en estudios
experimentales se ha demostrado que entre 3 y 12 horas posteriores a la lesién, existe un aumento
significativo de la molécula de adhesion intracelular (ICAM-I), la cual participa en la infiltracién
tisular de los neutréfilos (Hamada y cols., 1996).

La segunda etapa de infiltracion celular se caracteriza por la presencia de macréfagos, mismos que se
observan en los primeros dos dias y alcanzan un pico a los 5-7 dias poslesion (Blight 1992). En los
siguientes dias post-lesién existe proliferacion y reclutamiento de macréfagos y microglia, siendo
mayor dentro de los 4 a 8 dias (Dussart y Schwab, 1994). Después de la lesion se han detectado
productos de estas células (IL-1) (Wang y cols., 1997). Durante esta fase también se ha observado
infiltracion linfocitaria de los 3 a los 7 dias poslesion (Popovich y cols., 1997).

A pesar de que se le han conferido efectos benéficos a la respuesta inflamatoria (Lotan y Schwartz,
1994), después de una LTME, esta respuesta puede ser la responsable de la necrosis del tejido
lesionado y circundante (Rothwell y Relton, 1993; Lotan y Schwartz, 1994; Zhang y cols., 1997), ya
que se sabe que la respuesta inflamatoria juega un papel muy importante en la generacién de los RL,
que dafian a las células nerviosas y endoteliales. Todas estas alteraciones y fenémenos que ocurren en
el ambito molecular tienen relacién con la degeneracion gradual del tejido, destruyendo al sustrato
anatémico necesario para la recuperacion neurolégica (lkeda y Long, 1990).

Por otra parte se sabe que después de una LTME existen alteraciones cardiovasculares, renales,
respiratorias, hepéticas, etc., que puede provocar la muerte (Geisler y cols 1983). En un trabajo
realizado por Dinmova-Apostolova y colaboradores (Dinova-Apostolova y cols., 1999), reportaron que
existe un incremento en la concentracion de catecolaminas en higado de rata después de una lesion en
médula espinal, incrementandose los niveles de norepinefrina, desde 1 a 24 h después de la lesion,
asimismo existe un incremento en las concentraciones de dopamina (7 veces) a partir de las 4 h después
del procedimiento quirirgico.

Finalmente, se ha observado que en pacientes con LME existe un incremento del 13 al 17% en la
transaminasa piriivica glutimica sérica y en la transaminasa oxalacética glutimica sérica (8 al 17%),
ademas, en algunos pacientes se incrementa la concentracién de fosfatasa alcalina y de bilirrubina. Se
propone que esta alteracion se debe a un dafio en el higado como consecuencia de la lesion, sin
embargo no esta del todo claro (Bloom y Freed, 1989).
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1.11. GENERALIDADES SOBRE LIPOPEROXIDACION.
1.11.1 LIPIDOS

Los acidos grasos son los mas comunes de varios lipidos y las sustancias que confieren a estos tltimos
su caracteristica polar. Un 4cido graso es un 4cido carboxilico alifitico de cadena larga, la mayoria son
acidos monocarboxilicos que contienen cadenas lineales de hidrocarburos, con un nimero par de
atomos de carbono. Cuando el disefio es simple y lineal, se dice que el 4cido es saturado, cuando
existen uno o mds enlaces separados casi siempre por un grupo metileno, se dice que los 4cidos estan
insaturados. En los 4cidos insaturados los dobles enlaces casi siempre estén en configuracién cis.

Los lipidos se pueden clasificar en:

1) Lipidos simples: se dividen a su vez en dos grupos: los acilgliceroles neutros y las ceras. Son
materiales que sélo incluyen ésteres de dcidos grasos y un alcohol.

2) Lipidos compuestos: Contienen otras sustancias ademas de alcohol y 4cidos grasos. Los cuatros
principales lipidos compuestos son: Fosfoacilgliceroles (también conocidos como
fosfogliceridos, los mas conocidos son: fosfatilcolina, fosfatiletanolamina, fosfatilglicerol,
fosfatilserina, difosfatilglicerol, y 4cido fosfatidico), Esfingomielina, Cerebrésidos y
Gangliosidos.

3) Lipidos derivados, los mas comunes son: Esteroides, Prostaglandinas, Leucotrienos, Vitaminas
lipidicas (Bohinski y cols., 1991).

Tabla 1. Caracteristicas de los principales lipidos (Bohinski y cols. 1991).

LiPIDOS COMPUESTO
hidrélisis
H,0
Lipidos simples 1) Acilgliceroles - Glicerol + acido graso
2) Ceroles = Alcohol + 4cido graso (ambos de cadena larga)

Lipidos compuestos 3) Fosfoacilgliceroles —  Glicerol + acido graso + HPO,’

4) Esfingomielina —»  Esfingocina + acido grado + HPO4? + colina.

5) Cerebrésidos _s Esfingocina + éacido graso + HPO,® + aziicar
simple.

6) Gangliésidos _,  Esfingocina + 4acido graso + 2-4 azucares simples,

uno de los azucares es acido sidlico.

1.11.2 LIPOPEROXIDACION

Se conoce como lipoperoxidacion (LP) a la oxidacion de radicales libres en &cido grasos
poliinsaturados en sistemas biologicos. El proceso de lipoperoxidacion esta dividido en tres etapas:
inicio, propagacion y terminacion (Halliwell y Gutteridge, 1985). El inicio de la lipoperoxidacion en un
acido graso poliinsaturado de la membrana, es debido al ataque de una molécula lo suficientemente
reactiva como abstraer un atomo de hidrogeno de un grupo metileno (—CH>—), una vez que el
hidrégeno es removido, el atomo de carbono queda con un electron desapareado (—CH—). La
presencia de dobles enlaces en los acidos grasos debilita la union C—H, y asi el hidrégeno es
facilmente removido. El radical carbono tiende a estabilizarse por medio de un rearreglo molecular
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para producir un dieno conjugado, el cual reacciona ficilmente con oxigeno molecular para dar lugar a
un radical peroxi R—0O". Este radical puede abstraer un atomo de hidrogeno de otro acido graso
(estado de propagacion de la lipoperoxidacion), y asi una vez que el proceso es iniciado tiende a
continuar mediante reacciones en cadena. El radical peroxilo combinado con el d&tomo de hidrégeno,
forma un hidroperéxido de lipido R—OOH, ademas también se forman peréxidos ciclicos y
endoperdxidos ciclicos. Estos compuestos son moléculas moderadamente estables a temperatura
fisiolégica, pero en presencia de metales de transicién se cataliza su descomposicion. La ferritina
cataliza la descomposicién de los hidroperéxidos y éstos son sustrato en presencia de Fe’* para la
formacion de mas radicales, como el radical R—0", radical alkoxil, de reactividad semejante al OH".

La formacién del malondialdehido (MDA) (figura 7) y otros aldehidos es el resultado final de la
fragmentacion que sufren los peroxidos ciclicos y endoperoxidos.

H\ ;
O=K TO Malondialdehido
H H

Finalmente en la fase de ferminacion encontramos la formacién de productos finales de la
lipoperoxidacién que son los aminoiminopropenos o bases de Schiff (lipofuscinas fluorescentes)
también llamados productos lipidicos fluorescentes de la peroxidacion. Estos productos son el resultado
de la reaccion de compuestos carbonilo como el malonaldehido con grupos amino de las proteinas,
aminodcidos libres o dcidos nucleicos.

H H
Ri—C=0 + Ry—NH, "ccionquimiea’ g, _C=N-R,
Aldehido  Compuesto Base de Schiff
Amino

El MDA también puede polimerizarse y formar polimalondialdehido, que es otro producto final
fluorescente de la lipoperoxidacion. Estos productos son muy estables y no son reactivos (Figura 7).

/ CHz\ /:HO

OHC CH=C
W,

CHO
Polimalondihaldehido
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Peroxidacion iniciada por Radicales libres

Y

ACIDO GRASO
(Dienos Conjugados) «———— | —— Sustraccion de H

-—

Y
LIPOPEROXIDACION

(Acelerada por calentamiento,
acidos y por iones metal)
Descomposicion

Y
Carbonilos incluyendo |

MDA
OHC-CH2-CHO
+RINH2 OH-CH2-CHO
CH2 CHO
RIN=CH-CH=CHOH OHC/\ CH=C/
\ \HO
RIN=CH-CH=CH-NHR2

AMINOPROPENO BASES DE SCHIFF POLIMALONDIALDEHIDO

Figura 7. Proceso de lipoperoxidacion. H: hidrégeno; MDA: malondialdehido, (Halliwell y cols.,
1985)

1.11.2.1 GENERACION DE RADICALES LIBRES.

Los Radicales libres (RL) son moléculas reactivas que tienen uno o mas electrones desapareados, ya
sea por pérdida o ganancia de ellos (Garnier-Suillerot, 1984). Entre las especies de radicales libres
encontramos: anién super-6xido, peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo, ozono, éxido nitrico, 4cido
hipoclérico, y diferentes iones metales (Gutteridge, 1995).

Los radicales libres son generados en las mitocondrias durante la fosforilacion oxidativa, que es un
proceso por el que se forma ATP como resultado de la transferencia de electrones desde el NADH o el
FADH, al O, a través de una serie de trasportadores de electrones (Stryer y cols., 1996). También
durante la respuesta inflamatoria se producen radicales libres, uno de los mas estudiados es él 6xido
nitrico. Esta molécula simple ha sido extensamente estudiada debido a su participacion como
vasodilatador (Moncada y cols., 1987), neurotransmisor, en aprendizaje y memoria (Garthwaite, 1991),
lesion cerebral (Chan, 1996; Bekman, 1994) y en la actividad fagocitica (Rosen y cols 1995). Aunque
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los radicales libres han adquirido una connotacion negativa en la ciencia moderna, su formacion es
generalmente un fenémeno fisiologico en los organismos. Las células fagociticas hacen uso de |
radicales para eliminar bacterias y protozoarios, que infectan a individuos. El radical anion superoxido
0 es formado regularmente durante el metabolismo de la glucosa y en la cadena transportadora de
electrones que origina ATP. Los electrones que escapan de la mitocondrias y del reticulo
endoplasmatico reducen la cadena transportadora de oxigeno, produciendo al radical superoxido.
Normalmente, esta produccion no afecta porque los recogedores (antioxidantes) del radical superéxido,
como la superoxido dismutasa (SOD), es capaz de desarmar a este radical libre (Rosen y cols., 1995).

Los eucariontes han adaptado el oxigeno para su uso en la transformacion bioquimica de nutrientes a
energia. El oxigeno participa como aceptor de electrones teminal en la cadena citocromo mitocondrial,
siendo reducido por una cadena de enzimas a agua inocua. Una consecuencia inevitable en la vida
aerobica es la presencia de una reaccion lateral, que convierte al oxigeno en especie menos benignas
que 02 y H20. Estos productos incluyen a los radicales libres (anion superdxido O, ; radical hidroxil
OH; peroxil radical ROO) o peroxidos, que pueden producir radicales libres o reaccionar con
cantidades cataliticas de iones metalicos (Wood, 1998). El oxigeno es reducido a especies reactivas de
oxigeno, por ciertos metales transicionales, princigalj;*nte hierro y cobre, acorde la reaccion de Fenton:

Fe™'/F

H;0,+0; — *OH+OH+0O,

Bajo condiciones normales, el hierro libre en el cerebro es mantenido en niveles extremadamente bajos
por uni6n del hierro a proteinas como trasferrina plasmatica ¢ la ferritina intracelular. Sin embargo,
cuando ocurre la acidosis durante o después de una lesion cerebral (pH<6.0), el hierro puede ser
liberado de dicha union, y activamente catalizar reacciones de radicales libres. La hemoglobina en una
hemorragia intracelular es otro origen de hierro por oxigeno, catalizando reacciones de radicales libres
(Bingren y cols., 1999). La hemoglobina liberada de la hemorragia cerebral ha sido descrita como una
“proteina peligrosa” en una lesion cerebral (Halliwell, 1992).

1.12. LIPOPEROXIDACION Y LESION TRAUMATICA DE MEDULA ESPINAL.

Uno de los mecanismos secundarios de la LTME es la lipoperoxidacion causada por radicales libres
(Braund, 1990; Ikeda, 1990; Brow, 1992; Hall, 1994).

La lipoperoxidacion es uno de los mecanismos deleterios mas importantes que se generan como
consecuencia de una LME. Las especies reactivas de oxigeno son mediadores importantes de la
degeneracion secundaria en médula espinal lesionada. Los radicales libres se incrementan
significativamente después de una lesion mecanica en el SNC (Hall, 1989). Los elevados niveles de
radicales libres (estrés oxidativo) atacan acidos grasos poliinsaturados en membranas celulares, debido
a que los lipidos de membrana son ricos en colesterol y acido graso poliinsaturados, ademas que
presenta gran cantidad de hierro y acido ascorbico, los cuales catalizan la produccion de RL y cuenta
con pocas defensas antioxidantes (Ikeda, 1990), por lo tanto las lesiones en ME promueven un
ambiente favorable para la produccién de RL y reacciones de LP (Hall, 1994). El ataque de radicales
libres al DNA provoca la ruptura de sus cadenas (Birnboim y cols., 1988) y modifica las bases
nitrogenadas originando mutaciones (Arounma y cols., 1989; Imlay y cols. 1988). También el ataque
de radicales libres modifica los aminoacidos en las proteinas, alterando sus cadenas y originando
entrecruzamientos (Amici y cols., 1989; Cross y cols., 1992), desestabilizando asi la estructura
cuaternaria e incrementando la susceptibilidad a proteolisis (Simonian y cols., 1991).

Como parte del sistema nervioso central (SNC), la médula espinal es susceptible al dafio por RL, Asi,
en los primeros 15 minutos después de una LME se incrementan significativamente los productos de
lipoperoxidacion (malodialdehido). Gradualmente los productos de LP aumentan durante las primeras
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dos horas alcanzando su pico maximo a las 5 horas, y posteriormente descienden los niveles en ME de
ratas contusionadas (Radi, 1991). Es importante considerar, que la LP varia dependiendo del tipo y
severidad de la lesion (Stover, 1987).

La LP es uno de los factores mas importantes que se producen en el tejido durante una LME, no sélo
debido al efecto citotéxico de los RL, sino también al importante papel de estas especies reactivas en el
desarrollo de isquemia, edema y disfunciones metabdlicas que participan fuertemente en la
degeneracién de la ME después del trauma. Ademas de estos eventos postrauméticos, la LP puede
también estar implicada directamente en la degeneracion y sobrevida de axones espinales después de la
lesion.

La LP después de la LME puede ser causada por varios mecanismos, entre ellos, la reaccién
inflamatoria observada en el 4rea cercana a la lesién. Las células inflamatorias como los neutréfilos y
macréfagos pueden producir especies reactivas de oxigeno, de esta manera contribuyen a la LP después
del trauma. Se ha observado una gran poblacién de neutréfilos en areas lesionadas a tiempos tempranos
(cercanos a una hora) (Horrocks, 1985), después se incrementan hasta un pico maximo de 24 hora
poslesion (Francel, 1992). En otro caso, son visualizados macréfagos periféricos comenzando las 24
horas después de la lesién y se incrementan hasta alcanzar su méaximo entre los dias 4 a 7 (Francel,
1992; Segal, 1997). En este caso los macréfagos pueden persistir en 4reas lesionadas durante la fase
cronica de la lesion (Taoka, 1997). Las células de la microglia/macréfagos, son activadas en el
epicentro de la lesion entre los dias 3 y 7 post-lesion.

Toda estas células inflamatorias del sistema inmune han sido correlacionadas significativamente con la
cantidad de tejido dafiado después de la lesion (Francel, 1992). Asi, los tratamientos para disminuir
estas reacciones y secundariamente, la LP son benéficos para proteger el tejido medular y poder
recuperar su funcion después del trauma.

1.13. NEUROPROTECCION EN MEDULA ESPINAL

La neuroproteccion es la prevencion o disminucion de la degeneracion del tejido neural que acompaiia
a una lesion en el SNC. Esta estrategia busca disminuir el dafio infligido al SNC por un trauma,
reduciendo el medioambiente nocivo, ya sea por la neutralizacién de mediadores téxicos o por el
incremento en la resistencia del tejido a la toxicidad. Entre las estrategias neuroprotectoras estudiadas
hasta la fecha se encuentran: los transplantes al SNC que han sido utilizados sobre todo con fines de
regeneracion y plasticidad neuronal (Aguayo, 1990; Gelderd, 1990; Stokes, 1992; Jakeman, 1987). Este
proceso ha demostrado tener un efecto neuroprotector después de una LTME al disminuir el grado de
destruccion en la zona lesionada y aumentar la sobrevida de los animales (Guizar-Sahagin y cols.,
1994). Ademas de los transplantes, existen otras estrategias terapéuticas que pueden disminuir la
destruccion del parénquima medular en la zona lesionada. Se sabe por ejemplo, que el uso de
glucocorticoides metilpredisolona (MP), iniciado dentro de las primeras 8 horas posteriores a la LTME
y administrado a dosis altas durante 24 horas, mejora la recuperacién motora de los pacientes (Bracken
y cols., 1981), sin embargo, también se ha demostrado que su uso puede presentar efectos negativos ya
que su administracion es en altas dosis, lo que ocasiona hipertension, incremento de la susceptibilidad a
infecciones, y alteraciones conductuales, entre otros problemas (Goodman, 1990). Ademads se sabe que
puede exacerbar la necrosis neuronal post-isquemia e inhibir el crecimiento axonal (Bracken y Holford,
1993). También se han utilizado antioxidantes como la vitamina E, el 4cido retinoico, el acido
ascorbico (vitamina C), el selenio, y ciertas ubiquinonas como la coenzima Q, compuestos que pueden
reducir los niveles de lipoperoxidacién durante la fase aguda de la LME; sin embargo no se utilizan a
tiempos prolongados ya que son degradados con facilidad (fase cronica){Rhoney, 1996).
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El tratamiento con inhibidores de la oxido nitrico sintasa como NG-nitro-L-arginina metilester (L-
NAME), administrados durante la fase aguda de la lesion en ME en modelos experimentales,
promueven la recuperacién clinica significativamente mayor en ratones que recibieron el tratamiento
con respecto a los que no (Hamada y cols., 1996). Sin embargo, el 6xido nitrico es una molécula
importante que promueve la vasodilatacién, ademés de tener efectos directos sobre los receptores
NMDA, disminuyendo el efecto citotoxico del glutamato, por lo que una inhibicién no selectiva
resultaria tener efectos negativos.

El empleo de firmacos anti-exitatorios como el sulfato de magnesio (MgSOy) y el riluzol, funcionan
también como neuroprotectores. Lang-Lazdunski y cols (2000) demostraron que el tratamiento con
estos farmacos previene y atentia el fenémeno necrético que se observa después de una LME en
modelos experimentales. Ademas se han empleado farmacos moduladores del metabolismo del 4cido
araquidénico, como el ibuprofeno, que es un inhibidor de la ciclooxigenasa o el U63447A, que inhibe
la actividad de la sintetasa de tromboxanos. El tratamiento con estos firmacos en modelos animales
han demostrado limitar el desarrollo de la isquemia poslesion y la recuperacién neurolégica (Faden y
Salzman, 1992).

Recientemente, una nueva terapia que estimula al propio sistema inmune para proveer neuroproteccion
del tejido dafiado es objeto de estudio. Esta estrategia experimental utilizando ratas y ratones
inyectados con células T especifica contra componentes del SNC (proteina basica de la mielina), ha
demostrado una mayor neuroproteccién del SNC de animales tratados en comparacion a los no tratados
(Moalem y cols., 1999b; Shwartz y cols., 1999) después de una lesién en médula espinal. Los
resultados de estos experimentos abren un campo nuevo de investigacién en donde el control de la
respuesta autoinmune puede ser benéfico bajo ciertas condiciones.

I.14. AUTOINMUNIDAD

La autoinmunidad resulta de un fallo o ruptura de los mecanismos normales responsables del
mantenimiento de la autotolerancia. En todos los individuos existe la posibilidad de que se genere una
respuesta autoinmune, ya que todo individuo hereda genes que codifican a receptores linfociticos que
pueden reconocer a antigenos propios (Paul, 1998). Multiples factores que interaccionan entre si
contribuyen al desarrollo de enfermedades autoinmunes. Estos factores pueden ser las alteraciones
inmunitarias, el fondo genético que predisponga a la autoinmunidad, las alteraciones tisulares locales y
las infecciones microbianas o virales. Ademads, la presencia de linfocitos reactivos contra componentes
propios es resultado de una reaccién autoinmune. Su actividad puede ser regulada en un individuo
normal a través de un proceso denominado “anergia clonal” o “supresion clonal”. La autoinmunidad
puede ser el resultado de las alteraciones primarias de células B y T o de ambas. El papel de las células
T CD4" en la autoinmunidad es muy importante por dos razones: 1) Las células T CD4" cooperadoras
son reguladoras importantes de todas las respuestas inmunitarias frente a antigenos, y 2) Varias
enfermedades autoinmunes estan ligadas a nivel genético con el MHC. Asimismo, la produccién
excesiva o desequilibrada de citocinas puede ser un mecanismo de estimulacién anormal de multiples
linfocitos, incluidas las células autoreactivas. Algunos modelos experimentales apoyan el papel de las
citocinas en la ruptura de la tolerancia de las células T. Otras citocinas pueden servir como efectoras de
la lesion tisular (Paul, 1998). Sin embargo, no hay ejemplos convincentes de alteraciones de citocinas
que sean la causa inicial de enfermedades autoinmunes espontineas. También se propone que
subpoblaciones de células T CD4 (THI, TH2) estan presentes en enfermedades autoinmunes. Si células
TH2 actian normalmente para controlar a células THI autorreactivas, como se ha sugerido, entonces
una alteracién en el equilibrio de estos subgrupos, es decir, un déficit inferior de células TH2 6 un
exceso de células THI, puede dar lugar a una enfermedad autoinmune. Sin embargo, no existen
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pruebas de un déficit de células reguladoras o de un desequilibrio de subgrupos de células T CD4" que -
produzca una enfermedad autoinmune (Paul, 1998).

Las enfermedades autoinmunes son frecuentemente subdivididas en: Patologias causadas por
anticuerpos (lupus sistémico, eritroma, enfermedad de Graves y Miasthenia gravis) y patologias
causadas por células T (Esclerosis multiple, y Diabetes de tipo I). Una de las enfermedades
autoinmunes que ha sido mas ampliamente estudiada es la esclerosis multiple. En esta enfermedad hay
un ataque contra un componente de mielina: la proteina basica de la mielina. El mediador central del
ataque autoinmune en esta enfermedad se cree que son las células T CD4" a mas de un antigeno en el
CNS; estas células subsecuentemente producen mediadores inflamatorios, mismos que incrementan la
respuesta destructora en la zona de lesion (Olsson, 1995; Steinman, 1996). El modelo animal mas
comunmente utilizado para esta enfermedad es el de la Encefalitis Alérgica Experimental (EAE). La
EAE es una enfermedad mediada por células T que muestra muchos rasgos clinicos e histolégicos de la
esclerosis multiple de humanos (Zamvil y cols., 1990; Wekerle, 1993). La enfermedad es caracterizada
por una ascendente paralisis (generalmente en extremidades), en la segunda semana después de la
induccion acompaiiada de desmielinizacion en el cerebro y médula espinal, ademas de una inflamacion
general en el SNC.

1.15. AUTOIMMUNIDAD PROTECTORA

La interaccién entre el sistema inmune y el SNC es unica, en parte porque este ultimo se caracteriza
por ser un sitio de privilegio inmune, lo que restringe el desarrollo de una respuesta inmune local. Este
fenémeno puede ser una adaptacion evolutiva desarrollada para proteger la intrincada red neuronal del
SNC de una incursién potencialmente destructiva del sistema inmune (Lotan y Schwartz, 1994,
Schwartz y cols., 1999a; Schwartz, 2000). Este concepto de privilegio inmunolégico fue sustentado por
la incapacidad observada del SNC para rechazar tejidos injertados de la misma especie pero de
diferente haplotipo del MHC. La respuesta inmune es relativamente restringida en el SNC (Streilein,
1995; Lazarov-Spiegler y cols., 1998; Aloisi y cols., 2000; Shrikant y Benveniste, 1996). La tunica
naturaleza de comunicacion entre el SNC y el sistema inmune puede ser observada, por ejemplo, en el
dialogo entre el SNC y las células T. En el SNC, bajo condiciones normales, las células T activadas
pueden atravesar la barrera hematoencefalica y entrar al parénquima del SNC (Flugel y cols., 2001).
Sin embargo, se restringe el paso a células T capaces de reaccionar contra antigenos propios. Se han
realizado estudios comparativos de la respuesta de células T en sitios de lesion en el SNC y en el
sistema nervioso periférico (SNP), utilizando técnicas histoquimicas, las cuales han revelado una gran
acumulacion de células T endogenas en axones lesionados del SNP en comparacion con axones
lesionados del SNC (Hirschberg y cols., 1998, Moalem y cols., 1999a)

Para examinar si la acumulacion mayor de células T es benéfica ¢ daiiina en el SNC lesionado, se han
utilizado modelos experimentales de lesion parcial en nervio optico de ratas. En este modelo, la lesion
axonal fue seguida por una acumulacion transitoria de células T endogenas en el sitio de lesion
(Hirshberg y cols., 1998). La administracion pasiva de células T singénicas activadas especificas a
antigenos propios del SNC, tal como la proteina basica de la mielina (PBM), o un antigeno no propio
como la ovalbimina, resultaron en una mayor acumulacion de células T en el sitio de lesion. Dos
semanas después, ratas inyectadas con células T anti-PBM muestran significativamente menos
degeneracion secundaria que ratas inyectadas con solucion salina (PBS) o con células T especificas
para ovoalbumina (Hauben y cols., 2000). Esta propiedad protectora de las células T anti-MBP fue
demostrada usando criterios morfométricos y eletrofisiologicos (Moalem y cols., 1999a, 2000a,b;
Schwartz y cols., 1999). El resultado obtenido en nervio optico abri6 la posibilidad de examinar si el
efecto de células T anti-MBP también pudiera llevarse a cabo en otro tipo de lesiones del SNC asociada
a mielina. Estudios recientes indican que ratas sujetas a una contusion en ME, y que ademas recibieron
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via sistémica células T anti-MBP después de la LME, presentaron una mejor recuperacion de la
actividad motora en comparacion con ratas tratadas con células T especificas a ovoalbiimina o con sélo
el vehiculo amortiguador de fosfatos (PBS) (Hauben, 2001).

Estas investigaciones apuntan la posibilidad de que las células T -autoinmunes puedan, directa o
indirectamente, promover proteccion axonal disminuyendo los efectos de la degeneracién secundaria a
través de maltiples mecanismos, ya sea por la secrecion de citocinas, factores nerurotréficos y o por la
produccién de quimiocinas, las cuales puedan atraer a otros elementos del sistema inmune como
neutréfilos y macréfagos que se sabe pueden participar en la regeneracién axonal. También es
conocido que la inmunizacion activa con péptidos neurales modificados puede favorecer la proteccién
del tejido nervioso después de una lesion (Hauben y cols., 2000; Yoles y cols., 2001; Kipnis y cols.,
2001), y que puede ser observada como una segunda linea de defensa del cuerpo cuando los
mecanismos locales son insuficientes. La degeneracion secundaria asociada con algunos desérdenes en
el SNC es mediada en parte, por compuestos fisiologicos (tales como el glutamato y radicales libres en
cantidades excesivas) (Faden y Sazlman, 1992; Faden, 1993; Yoles y Schwartz, 1998b), los cuales
pueden amortiguar los mecanismos especificos de regulacién local, que contribuye a la primera linea
de defensa. Estudios recientes sugieren que en situaciones donde los mecanismos locales homeostaticos
no pueden hacer frente adecuadamente al estrés oxidativo que se genera como consecuencia de una
lesién, el organismo necesita reclutar un mecanismo de mantenimiento adaptativo alterno que le
permita aminorar este evento destructivo. Tal mecanismo podria ser desencadenado por el propio
sistema inmune. Cuando la sefial de estrés es una lesién y no un patégeno, el reclutamiento del sistema
inmune es dirigido contra componentes propios (Schwartz y Cohen, 2000)

32



Il JUSTIFICACION

Hasta el momento no se conoce con exactitud cual es el mecanismo por el cual el sistema
inmunologico lleva a cabo este fenémeno de neuroproteccion. Debido a que la respuesta inflamatoria
esta fuertemente ligada a la produccidon de radicales libres y con ello al fenémeno de lipoperoxidacion
(Lotan y cols., 1994; Taoka, 1997) y a que dicha respuesta podria estar importantemente modulada por
la autoinmunidad protectora, nosotros pensamos que la disminucién del fenémeno de lipoperoxidacion
podria ser uno de los mecanismos por medio de los cuales dicha respuesta autoinmune promueve
neuroproteccion. Para empezar a establecer la factibilidad de dicha hipdtesis, en una primera etapa se
exploraron los niveles de lipoperoxidacion en ratas susceptibles y en ratas resistentes a la enfermedad
autoinmune EAE, tomando en consideracién que tanto la respuesta inflamatoria (Popovich, 1996)
como la respuesta autoinmune protectora (Kipnis y cols., 2001) muestran caracteristicas diferentes en
cada una de estas cepas después de una lesion al tejido neural (la autoinmunidad protectora es mas
eficiente y existe un menor infiltrado inflamatorio en la cepa resistente). Asi pues, si la autoinmunidad
protectora tiene algun efecto sobre el fendmeno de lipoperoxidacion, éste se reflejara parcialmente al
observar una mayor lipoperoxidacion en los animales susceptibles.

Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢;Los niveles de lipoperoxidacion después de una LME son menores en las ratas resistentes a la EAE en
comparacion a los presentados por los animales susceptibles a dicha enfermedad?

IV HIPOTESIS

* Hipotesis Nula:

Los niveles de lipoperoxidacion después de una LME en ratas resistentes a la EAE seran inferiores a
los niveles observados en ratas susceptibles a la EAE

* Hipotesis Alternativa:

Los niveles de lipoperoxidacion después de una LME en ratas resistentes a la EAE no seran diferentes
a los niveles observados en las cepas susceptibles.

V OBJETIVO GENERAL

Cuantificar los niveles de lipoperoxidacion después de una LME en ratas resistentes y en ratas
susceptibles a Encefalomielitis Alérgica Experimental (EAE).

V.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Cuantificar los niveles de lipoperoxidacion en la médula espinal lesionada de ratas susceptibles
a EAE.

2. Cuantificar los niveles de lipoperoxidacion en la médula espinal lesionada de ratas resistentes a
EAE.

3. Comparar los niveles de lipoperoxidacion de ratas susceptibles y resistentes a EAE.
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VI MATERIAL Y METODOS

Para el experimento se utilizaron 12 ratas de la cepa Fisher 344 (cepa singénica y resistente a EAE),
12 ratas de la cepa Sprague Dawley (SD) ( cepa no singénica pero resistente a EAE) y 12 de ratas de la
cepa Lewis (cepa singénica y susceptible a EAE), hembras con un peso de 200-240 g .

Se distribuyeron de la siguiente forma:

*Grupo 1 Ratas Fischer 344 con lesién (n=6)

*Grupo 2 Ratas Lewis con lesiéon (n=6).

*Grupo 3 Ratas Sprague Dawley con lesion (n=6).

*Grupo 4 Ratas Fischer 344 sélo con laminectomia (n=6).

*Grupo 5 Ratas Sprague Dawley sélo con laminectomia (n=6).

*Grupo 6 Ratas Lewis sélo con laminectomia (n=6)

En todos los casos, los animales fueron sacrificados 24 h después del procedimiento quirdrgico, para
realizar los estudios correspondientes.

VI.1 CONDICIONES

Los animales fueron donados por Centro de Investigacion CAMINA, S.A. Los animales desde su
nacimiento estuvieron en condiciones de Temperatura ambiente. En lo referente a la alimentacién se les
administro a libre demanda, y siempre se manejo sus periodos de luz-oscuridad de forma exacta.
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V1.2 TECNICAS

VI.2.1 LESION INCOMPLETA DE LA MEDULA ESPINAL

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de clohidrato de xilazina (10mg/kg) y Ketamina (50
mg/kg) via intramuscular. Diez minutos después de dicha inyeccion y previa asepsia de la region
toraco-lumbar, se hizo un corte longitudinal por planos y se practicé una laminectomia al nivel de la 9°
vértebra tordcica hasta exponer la médula espinal. Posteriormente se dej6 caer un cilindro de 10 g de
una altura de 50 mm sobre el sitio expuesto, utilizando el impactador de la Universidad de Nueva York
(NYU), un aparato que ha demostrado infligir una lesién por contusién en la médula espinal bien
calibrada (Yung, 1996). La figura 12 muestra la posicién en que la rata fue lesionada.

Figura 8. Posicion de la rata durante la lesion en medula espinal.

VI.2.2 PERFUSION

Se anestesiaron las ratas con mismo anestésico utilizado durante las cirugias, enseguida se montaron
sobre una maya de acero, se le administraron 1000 U de heparina via intraperitoneal, se realizo un corte
sobre la caja toracica a nivel del esternon, se expuso el corazon, se realizé un corte en el apice, se le
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introdujé una canula en el ventriculo izquierdo hasta llegar a la aorta, se pinzo para sujetar la canula,
posteriormente se corto la auricula derecha y se permitio el paso de 500 ml de solucion fisiologica.

VI.2.3 EXTRACCION DE MEDULA ESPINAL

Sé expuso la médula espinal a partir de la vértebra T1 hasta las vértebras lumbares, se cortaron las
raices nerviosas, enseguida se coloco sobre plastico “parafilm” y posteriormente se cortdé 0.5 cm a la
derecha y 0.5 cm a la izquierda de la lesion. Una vez separada la seccion, con mucho cuidado se separo
la medula espinal de las meninges. Posteriormente se peso la muestra y se continuo con la técnica de
medicion de lipoperoxidacion. La figura 11 muestra la zona de impacto

Figura 9. Zona de impacto.

VI.2.4 DETECCION DE LOS NIVELES DE LIPOPEROXIDACION

Se realizaron por medio de la técnica descrita por Triggs y Willmore (1984) modificado por Santamaria
(Santamaria y cols., 1993) para determinar base de Schiff y polimanoldiadehido que son productos
finales de la lipoperoxidacion con capacidad de emitir fluorescencia en el espectro de 370 nm de
excitacion y 430 nm de emision.

Previo sacrificio de animales, se obtuvo un segmento de médula espinal de aproximadamente 1 cm
(proceso explicado en la seccion anterior), que fue pesado y colocado en 3 ml de solucion fisiologica;
posteriormente se sonico la muestra dando 3 descargas durante 30 segundos cada una a maxima
frecuencia, de este tratamiento se obtuvo un homogenizado, y se tomaron 1 ml al cual se adicion6 4 ml
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de una solucion de cloroformo-metanol por duplicado para cada muestra. La soluciéon cloroformo-
metanol fue preparada en una proporcién de 2:1 previamente incubada en hielo. Después de una ligera
agitacion por 10 segundos en vortex (maxima velocidad), la mezcla se dejé nuevamente en hielo
durante 30 minutos bajo condiciones de oscuridad (esto permite la separacion de la mezcla en dos
fases: cloroféormica y metanélica). Posteriormente la fase metanélica se eliminé y se tomé 1 ml de la
fase cloroférmica de cada duplicado para su lectura. Al principio, en medio y al final de cada
experimento se calibro el espectrofotdmetro Perkin-Helmer a 370 nm de exitacién y 430 de emision,
con una solucidn estandar de quinina (1pg/ml), la cual mide unidades de fluorescencia entre 330 a 390
bajo las condiciones de exitacién y emision requerida para cada experimento. La solucién estandar de
quinina se prepard de la siguiente manera: Se mezclaron 10 ng de quinina en 100 ml de H;SO4 2 0.5 M.
De ésta mezcla se tomé 0.1 ml y se aforé a 100 ml de H,SOy a partir de la cual se tomaron 0.9 ml para
medir la fluorescencia y ajustar el aparato

VI.2.5 ANALISIS DE LAS UNIDADES DE FLUORESCENCIA.

1. Promedio muestra problema - promedio de la muestra blanco= Resultado '
2. Resultado' / Peso de la médula correspondiente = Resultado’

3. Calibracién de quinina ---------- 150
Resultado® ——--—-— X

X=UNIDADES DE FLUORESCENCIA

VI.2.6 METODO ESTADISTICO

Se realiz6 un anélisis descriptivo de todos los grupos y se verifico la distribucién de los datos bajo la
curva de normalidad. Se aplicé la prueba estadistica paramétrica de andlisis de varianza ANOVA,
seguida por la prueba de Turkey.

V1.2.7 CONSIDERACIONES ETICAS

Para la realizacion del presente proyecto, se tomaron en cuenta los lineamientos establecidos por el
reglamento de la ley general de salud en materia de investigacién para la salud (Titulo séptimo: De la
investigacién que incluya la utilizacién de animales de experimentacion) (Ley general de salud 1990).
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VIl RESULTADOS

Vi.1 COMPARACION DE LOS NIVELES DE LIPOPEROXIDACION EN
MEDULA ESPINAL DE RATAS SIN LESION.

Durante esta parte experimental se compararon los niveles de lipoperoxidacion entre cepas de ratas a
las que solo fueron sometidas al proceso quirtrgico (laminectomia). Las ratas fueron pareadas en peso
y edad, posteriormente fueron anestesiadas y sometidas al proceso quirtirgico. Después de 24 horas
post-cirugia, se midieron los niveles de lipoperoxidacion.

Los resultados de estos experimentos son mostrados en la tabla 4.

Tabla 2. Comparacién de los niveles de lipoperoxidacién encontrados en médula espinal de ratas sin
lesion.

e —
RATAS SIN LESION
(Valorde P)
T student, dos
colas
Fisher| Lewis SD Comparaciones Realizadas

1 45,65977] 143.6881] 90.45002 Fisher vs Lewis 0.036945

2 5491751 145.6056 34.90643 SD vs Lewis 0.006199

3 123.227 282.2102] 13.00297 Fisher vs SD 0.205279

4 44.20092] 74.28281]  28.1522

5 116.9389] 146.0797]  16.0031

6

29.07399 104.7159 92.20397]

PROM DE UF/G| 69.00308] 149.4304] 48.02437 I
DE 16.52363| 29,0607d 12.67817] I
1-6= Unidades de Fluorescencia de cada animal.

PROM DE UF/G= Promedio de Unidades de fluorescencia por grupo.
DE= Desviacion Estandar.

La grafica | muestra el comportamiento de los niveles de lipoperoxidacion encontrados en ratas sin
lesion. En el caso de la cepa Lewis se detecté una mayor lipoperoxidacion en médula espinal sin
lesién en comparacion a las demas cepas. Estas diferencias resultaron estadistiamente significativas.
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Grafica 1. Cuantificacion de los niveles de lipoperoxidacion en médula espinal de ratas sin lesion.
Ratas Lewis, Fisher 344 y SD fueron sometidas solo al proceso quinirgico (laminectomia) a nivel de
T9. Las cajas representan la distribucion de 6 animales desde la percentila 25 a 75; la linea corresponde
a la media. Las lineas de dispersion representan el valor mas alto y el valor mas bajo. Se midieron los
niveles de lipoperoxidacion utilizando la técnica propuesta por Triggs y Willmore (1984). Las
diferencias fueron significativas (P< 0.05).
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Vi.2 COMPARACION DE LOS NIVELES DE LIPOPEROXIDACION EN
MEDULA ESPINAL DE RATAS LESIONADAS

En esta etapa experimental se procedio a la comparacion de los niveles de lipoperoxidacion en médula
espinal lesionada de las tres cepas de ratas. La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en cada grupo
tratado.

Tabla 3. Niveles de lipoperoxidacion en médula espinal de ratas lesionadas.

{ RATAS CON LESION
|| (Valor de P)
T student, dos
Fisher | Lewis SD Comparaciones Realizadas colas
1 283.7408] 437.1724] 226.3178 Fisher 344 vs Lewis 0.023094 ﬂ
2 326.8101] 280.3915 177.4624] SD vs Lewis 0.008969 [I
3 1544571 443.352] 244.8526) Fisher 344 vs SD 0.919402
4 219.9496{ 583.3983] 233.1093]
5 78.26956{ 330.1145{ 261.6785
6 338.9324] 366.4707] 179.0076)
PROM DE
UF/IG 233.6933] 406.8166] 220.4047]
I DE 41.98197] 43.56287] 14.20723

1-6= Unidades de fluorescensia de cada animal.
PROM DE UF/ G=Promedio de Unidad de fluorescencia por grupo.
DE= Desviacion Estandar.

La grafica 2 muestra niveles de lipoperoxidacion observados, que en el caso de la cepa Lewis fueron

superiores al encontrado en las cepas Fischer 344 y SD. Dichas diferencias son estadisticamente
significativas. Las diferencias encontadas en médula espinal lesionada de las dos cepas resistentes a
desarrollar EAE (Fisher 344 y SD), no fueron significativamente diferentes, sin embargo se encontrd
un comportamiento similar al de los grupos sin lesion, donde la cepa SD presenté menores niveles de
lipoperoxidacion.
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Grafica 2. Comparacion de los niveles de lipoperoxidacion en médula espinal de ratas lesionadas. Ratas
de las cepas Lewis, Fisher 344 y SD fueron anestesiadas, sometidas a laminectomia y enseguida
lesionadas a nivel de T9. La caja representa la distribucion de los datos de 6 animales desde la
percentila 25 a la 75; la linea corresponde a la media. Las lineas de dispersion representan el valor mas
alto y el valor mas bajo. Se midieron los niveles de lipoperoxidacion utilizando la técnica propuesta por
Triggs y Willmore (1984). Las diferencias fueron significativas (P<0.005).
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VIII DISCUSION

Durante este proyecto se midieron los niveles de lipoperoxidacion presentes en médula espinal
lesionada y no lesionada para lo cual se eligio un método que nos permitiera medir los niveles de
lipoperoroxidacion de forma confiable.
Los resultados del presente trabajo muestran que hay una mayor produccién de productos finales de la
lipoperoxidacion en médula espinal de ratas Lewis (susceptible a la EAE), al compararse con los
observados en ratas Fischer 344 y SD (cepas resistentes a la EAE). Dicha diferencia fue
estadisticamente significativa. Ademas se encontré que los niveles de lipoperoxidacion en el caso de la
cepa Fischer 344 no difirieron significativamente con respecto a los observados en la cepa SD. En el
caso de las ratas sin lesion se observé una tendencia similar. El proceso quirtrgico (laminectomia) es
capaz de producir lipoperoxidacion en ratas sin lesion, lo cual indica que estos animales no son un
testigo confiable para la experimentacion en lo que respecta a lesiones de médula espinal y
lipoperoxidacion. Por lo tanto creemos que se pudieran utilizar un nuevo tipo de testigo, como ratas
solamente anestesiadas a las cuales no se les someta al proceso quirtirgico (laminectomia).
Las diferencias observadas en el fendmeno de lipoperoxidacion entre animales susceptibles y
resistentes a la EAE pueden deberse a diferentes factores. Entre ellos destaca el relacionado al sistema
inmunolégico. Existen diferencias genéticas entre dichas cepas en los alelos del MHC. Se sabe que las
cepas Lewis y Fischer 344 poseen los mismos alelos del MHC en el locus RT1.B excepto por un sélo
alelo en la region no cléasica correspondiente a la region QA-TLA en el ratéon (Kunz y cols., 1989).
Dicha diferencia puede tener influencia importante sobre la capacidad de presentar o no susceptibilidad
a la EAE ya que se ha sugerido que los genes relacionados con el MHC, controlan de alguna forma la
autoinmunidad y la autotolerancia (Gasser y cols., 1973; Moore y cols., 1980; Wicker, 1997). De la
misma forma dicha diferencia puede también influir en la capacidad de cada cepa de presentar mejor o
menor proteccion del tejido nervioso después de un dafio, fendémeno que ya ha sido descrito y que se ha
demostrado que depende estrictamente de las caracteristicas genéticas de cada cepa (Kipnis y cols
2001). Es bien sabido que la activacion de la respuesta celular es dependiente de las moléculas del
MHC, en tal forma que las sefiales que se originen de dicha interaccion influirin de manera importante
sobre la modulacién de la respuesta inmune inducida (Popovich y cols., 1997). Asi pues, estas
diferencias genéticas en las cepas resistentes a la EAE pueden estar modulando la respuesta inmune en
tal forma que originen un microambiente en el que el estrés oxidativo esté siendo neutralizado o bien se
inhiba de alguna forma la formacion de radicales libres y con ello la lipoperoxidacion. Uno de los
factores que participan en forma importante en el desarrollo de la lipoperoxidacion es la respuesta
inflamatoria. A este respecto Popovich y cols. (1997), demostraron que existe una gran acumulacion de
macrofagos y monocitos cercanos al epicentro de la médula espinal lesionada, lo que puede ser la causa
subsecuente de la patologia del tejido neuronal, durante el fenémeno de lipoperoxidacién. Popovich
también report6 que la migracion de estas células inflamatorias hacia el sitio de la lesion es diferente en
cepas resistentes (Fischer 344) o susceptibles (Lewis) a la EAE (Popovich y cols., 1997). Existe una
mayor y mas prolongada infiltracion de células inflamatorias en las cepas susceptibles en comparacion
con las resistentes (Popovich y cols., 1997). Esta importante diferencia podria ser la causa principal de
la mayor (ratas Lewis) o menor (ratas Fischer 344 y SD) lipoperoxidacion observada entre las cepas
estudiadas en este trabajo.
La funcion exacta de las células inflamatorias en la zona de lesion no ha sido del todo aclarada e
incluso ha originado considerables debates (Benveniste, 1992; Rotwell y Renton, 1993; Lotan y
Schwartz, 1994; Rothwell y Hopkins, 1995). Originalmente se pensaba que la funcion de estas células
era meramente de limpieza, eliminando el tejido necrético producido por el mecanismo de lesion, sin
embargo datos recientes sugieren que los macréfagos favorecen el crecimiento axonal del SNP y el
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SNC a través de la liberacion de diferentes citocinas y factores de crecimiento (David y cols., 1990; Lu
y Richardson, 1991; Perry y Brown, 1992; Hirschberg y cols., 1994). Esta funcién contrasta en forma
importante con su demostrada capacidad para mediar el dafio a la mielina (vesiculacion de mielina y
lipoperoxidacion) via la liberacion de citocinas inflamatorias (INF-y), nitrogenos reactivos ¢
intermediarios de oxigeno (Wisniewski y Bloom.. 1975; Cammer y cols., 1978; Dijkstra y cols., 1992;
Griot y cols., 1989; Merril y cols., 1993). De hecho las células inflamatorias son consideradas como el
principal generador de estrés oxidativo y por lo tanto del fenémeno de lipoperoxidacion. Por otra parte,
se ha sugerido también que otros genes mapeados fuera del locus del MHC y que determinan los
niveles de glucocorticosteroides, pueden estar contribuyendo a las diferencias observadas entre estas
cepas (Sapolsky y cols., 1987; Mason, 1991; Peers y cols., 1995). En este caso la diferente respuesta
inflamatoria observada podria ser explicada por diferencias existentes en el eje hipotalamo-pituitaria-
adrenal entre las cepas de ratas Fisher 344, SD y Lewis. En ratas Lewis, se produce poca corticosterona
en respuesta a estrés fisico o inmune (Dhobhar y cols., 1993). Esta deficiencia en ratas Lewis es
probablemente una de las bases importantes de su susceptibilidad a varias enfermedades autoinmunes,
permitiendo una mayor respuesta inmune directa contra la sefial anugénica (Sterberg y cols., 1989,
Mason y cols., 1990; Mason, 1991). Ademas, la activacion funcional del receptor adrenal tipo Il en
tejidos inmunes (bazo, células de sangre periférica) de ratas Lewis es 20-30% menor que en los mismos
tejidos de ratas SD (Dhabhar y cols., 1995). Asi, la produccién deficiente en corticosterona, acoplada
con un incremento en el trafico de leucocitos y liberacion de citocinas, puede parcialmente explicar la
elevada respuesta microglia/macrofagos y la temprana infiltracion de células T observada en la médula
espinal lesionada de ratas Lewis (Popovich y cols., 1997).

Ademas de la respuesta inflamatoria, también se ha observado un fenémeno que involucra la respuesta
inmune adquirida dependiente de células T, las cuales son capaces de proteger al tejido dafiado como
consecuencia de una lesion, modulando la respuesta inmune que se genera contra componentes propios;
a tal fenémeno se le conoce como: “autoinmunidad protectora” (Schwartz y cols., 1999, 2001). Estas
células T autoinmunes son reclutadas al sitio de lesion, donde son activadas, en presencia de CPAs que
presentan antigenos propios bajo el contexto de las moléculas del MHC, lo que desencadena una
respuesta autoinmune (Schwartz y Kipnis, 2001). En cepas susceptibles a la EAE, estas células son
potencialmente encefalitogénicas, lo que podria sugerir que en estos animales podria no existir una
poblacion que module la respuesta contra componentes propios durante una LME. La neuroproteccion
mediada por células T, se refiere como un mecanismo enddégeno de proteccién que es reclutado para
resistir a las consecuencias de una lesion en el SNC. Tales mecanismos disminuyen el proceso inducido
por la lesion, llevando al rescate de neuronas que escapan a la lesion primaria (Maolem y cols., 1999a ;
Hauben y cols., 2001b). En ausencia de los elementos reguladores se podria desencadenar una
degeneracion secundaria (Agrawal y Fehlilings, 1996; Linch y Dawson, 1994; Yoles y Schwartz,
1998). La autoinmunidad protectora es un fendémeno fisiolégico que varia en eficiencia acorde al
propio fondo genético de los individuos (Kipnis y cols., 2001; Yoles y cols., 2001).

Se ha descrito que las células T del fenotipo THI anti PBM participan en la proteccion del tejido neural
contra un traumatismo. Esta poblacion puede ser protectora o encefalitogénica, ya que su
comportamiento depende del tipo de sefal que se esté originando, el modo en como estas células
respondan al estimulo y a la forma en que estén siendo moduladas. Por otra parte, se ha demostrado en
estudios realizados por Kipnis y cols. (2002) que existe una segunda subpoblacion de células T CD4
THI reguladoras que participa fuertemente en la neuroproteccion. Mas aun, se han encontrado
diferencias en poblaciones de células T reguladoras entre estas cepas susceptibles y resistentes a la
EAE (Kipnis y cols., 2002). Estas células T CD4 supresoras fueron identificadas como células T que
expresan el marcador CD25 (Sakaguchi y cols., 1995: Thornton y cols., 1998). El papel de estas células
T CD4" CD25" reguladoras es asegurar la tolerancia de células T potencialmente autoreactivas que
escapan a la delecion en el timo (Seddon y cols., 2000; Shevach, 2000). La relacion entre las células
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cfectoras y reguladoras determina la intensidad, tiempo, duracion y resultado de la respuesta
autoinmune. La supresion inducida por células T reguladoras puede ser mediada a través de las
citocinas TGF-f3 (del inglés Transforming Growth Factor), IL-10, por el contacto célula-célula o por
ambos (Yamagiwa y cols., 2001; Nakamura y cols., 2001). Es posible que en cepas que les falta la
capacidad para manifestar una autoimunidad protectora espontineamente (cepa Lewis), el repertorio de
antigenos presentes en el timo difiere de los encontrados en cepas resistentes (Fisher 344 y SD), asi,
tales antigenos presentan epitopos caracterizados por interacciones de alta afinidad a moléculas del
MHC clase Il (Schwartz y cols. 2002). Por lo tanto, muchas de las células T en la periferia de
individuos susceptibles serian tanto T reguladoras o efectoras (autoinmunes) de alta afinidad que han
escapado a la delecion. Kipnis y cols. (2002) sugieren también que la capacidad para presentar
espontaneamente una autoinmunidad protectora es en parte debido a la presencia de células reguladoras
CD4" CD25" que proveen un mecanismo de activacién diferencial de algunas pero no de todas las
células T autoreactivas. De tal forma que las células T CD4" CD25" podrian estar suprimiendo a
clonas que pudieran favorecer la autoinmunidad protectora. Conciliar ambas ideas ha originado un gran
debate con respecto a la funcién de las células reguladoras, sin embargo su funcion benéfica asi como
su funcion deleteria podria explicar el fenomeno que hemos observado durante esta primera fase
experimental.

Uno de los mecanismos por los que la respuesta autoinmune protectora podria llevar a cabo su efecto
protector, es mediante la respuesta inflamatoria que se genera como consecuencia de la LTME.
Ademas se han observado también una fuerte infiltracion de células B en la zona de lesion. Estos tipos
celulares se han observado capaces de estar generando diferentes nueirctrofinas en tejido neural dafiado
como: BDNF y NT-3 (Rina y cols., 2002) las cuales estan fuertemente asociadas a la regeneracion y
proteccion de tejidos (Meyer, 1992; Ide, 1996). Por lo que el efecto benéfico de la autoinmunidad
protectora podria ser dirigido tanto a detener la inflamacién (y con ello la produccion de radicales
libres), asi como a modular a CPAs para la presentacion de antigenos propios en moléculas del MHC,
de forma mas eficiente, pero al mismo tiempo dicha respuesta provee los mecanismos de proteccion y
regeneracion que minimicen el dafio producido por la lesion.

Los mecanismos de lipoperoxidacion e inflamacion han sido ampliamente estudiados y son el objetivo
de numerosos intentos para crear nuevas terapias que puedan disminuir el dafio causado por estos dos
fenémenos deletéreos. Minimizar el estrés oxidativo podria a su vez disminuir la inflamacion
postraumatica, ya que el estrés oxidativo activa mecanismos proinflamatorios (Cristman y cols 2000).
Estudios recientes han demostrado que la lipoperoxidacion esta incrementada en un gran nimero de
condiciones autoinmunes, incluyendo la esclerosis multiple (Naidoo y cols., 1992; Toshniwal y cols.,
1992), artritis reumatoide (Selley y cols., 1992; Yahya y cols., 1996), diabetes (Griesmacher y cols.,
1995; Sudrez y cols., 1996; Traverso y cols., 1998) y lupus eritromatoso (Grune y cols., 1997). La
lipoperoxidacion puede inducir una respuesta de células T a proteinas propias modificadas, ya que se
ha comprobado que productos de la peroxidacion son capaces de cambiar la estructura de proteinas
nativas (naive), modificando antigenos o mostrandolos a través de CPAs (antigenos cripticos) (Wuttge
1999), generando con esto la posibilidad de producir anticuerpos contra proteinas naive, fenomeno que
puede jugar un papel importante durante el desarrollo de estas enfermedades (Wuttge, 1999).

En términos generales, podemos decir que existen mecanismos de regulacion en cepas de ratas
resistentes a la EAE al momento de sufrir un traumatismo en médula espinal, que hacen que sus
sistemas de defensa, encabezados por una red inmunolégica sean capaces de hacer frente al medio
oxico que se genera, llevando a la proteccion del tejido lesionado. En tal caso, la cepa susceptible
(Lewis) no cuenta al parecer con una red regulatoria protectora o simplemente no es tan eficiente como
la observada en ratas resistentes a la EAE. Es importante recordar que la respuesta autoinmune benéfica
es un mecanismo fisiologico que se desarrolla en mayor o menor medida en todo individuo. Si algin
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factor (genético o traumatico) desencadena una respuesta excesiva que sobrepase el umbral normal de
la respuesta autoinmune benéfica se puede originar una enfermedad autoinmune.

Sin duda la administracion de células capaces de amortiguar el efecto nocivo que se genera como
consecuencia de una LME, podria utilizarse como terapia, que beneficiaria a una gran cantidad de
gente que ha sufrido una LME; en este sentido las investigaciones realizadas hasta este momento
apuntan a proponer una terapia que en primer lugar, promueva la respuesta fisiolégica propia del
organismo para contrarrestar el efecto toxico generado por radicales libres y que por lo tanto brinden
proteccién. Sin embargo potencializar dicho mecanismo implica nuevas investigaciones sobre esta
linea, lo que a futuro podria garantizar nuevas formas de terapias mas seguras y eficaces que no
presenten reacciones secundarias a personas que han sufrido algin ‘tipo de LTME. Asi, estudios de
trasferencia de células T podrian darnos una vision mas clara de qué pasa en el microambiente que se
genera como consecuencia de un traumatismo en médula espinal.

El presente trabajo demuetra que el fenomeno de lipoperoxidacion es significativamente mayor en ratas
susceptibles a la EAE (Lewis) en comparacion con las que son resistentes (Fischer 344 y SPD) y
sugiere que uno de los posibles mecanismos de accién de la autoinmunidad protectora podria ser la
disminucion del estrés oxidativo y con ello de la lipoperoxidacion.
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IX CONCLUSIONES

1. La cepa susceptible a la EAE (Lewis) presenté mayores niveles de lipoperoxidaciéon en médula
espinal en comparacion con las cepas resistentes (Fischer 344 y SD).

2. Resultd correcta la hipétesis planteada.

X PERSPECTIVAS

1. Se evaluaran los niveles de lipoperoxidacion en ratas SD y Fisher 344 atimicas contra ratas de la
misma cepa normales, de esta forma se pretende comparar la participacion de los linfocitos T en el
fenomeno de lipoperoxidacion después de una lesion en médula espinal

2. Se evaluaran la participacion de células T, a partir de trasferencia de células T de una cepa resistente
(Fisher) a una susceptible (Lewis), para posteriormente medir los niveles de lipoperoxidacién.

2. Estudiar de forma mds detallada las subpoblaciones de células T que puedan estar participando en
esta respuesta benéfica autoinmune.
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