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RESUMEN

La lesion de la médula espinal (LME) ocasiona alteraciones estructurales y
funcionales que oscilan desde el bloqueo transitorio de la conduccién, hasta la
seccion medular completa. El resultado del trauma a la médula espinal, es en
primera instancia, fisico, el cudl es seguido por una serie de dafios que inician a los
pocos minutos y contintan dias o afios después. Esta lesion secundaria provoca
cambios fisiopatolégicos en la médula espinal, que destruyen importantemente el
tejido medular. Es por ello que, ademas de buscar estrategias de neuroproteccion,
se busquen estrategias que promuevan la regeneracién neural.

El fenémeno de regeneracion, puede ser modulado por factores o sustancias del
microambiente (hip6tesis neurotréfica), entre ellas, GAP-43 (del ingles growth
associated protein 43). Esta molécula es clave en la regulacién del crecimiento y
plasticidad axonal, asi como prevenciéon de apoptosis. Algunos farmacos han sido
utilizados para promover la regeneraciéon. Entre ellos podemos mencionar al
clenbuterol, el macrélido FK-506, y ciclosporina A (CsA). Este dltimo es un
farmaco inmunosupresor lipofilico, cuyo modo de accién es a través de complejos
con inmunofilinas. El complejo ciclosporina A- inmunofilina bloquea la accion de
una enzima, calcineurina, por consiguiente inhibe: la activaciéon de factores de
transcripciéon de citocinas, 6xido nitrico sintasa, migracién de neutrdfilos y
defosforilacion de GAP-43, entre otras. Considerando lo anterior, en el presente
trabajo se evalud el efecto de CsA sobre el proceso de regeneracion, asi como en la
expresion de GAP-43. Para tal efecto, se utilizaron ratas Sprague Dawley, las cuales
se dividieron en cuatro grupos: (1) ratas con LME y CsA, (2) ratas con LME y
vehiculo, (3) ratas con laminectomia y CsA y (4) ratas con laminectomia y vehiculo.
Se obtuvo el tejido medular de los animales de cada grupo experimental y se
sometieron a histoquimica, para determinar la densidad de axones que atraviesa el
sitio de lesion, inmunofluorescencia, para determinar la localizacion de GAP-43 en
dicho tejido e inmunoelectrotransferencia (IET), para semicuantificar dicha

molécula en los cuatro grupos experimentales. De los resultados obtenidos,



demostramos que posterior a una LME, existe un ligero aumento de GAP-43 a
nivel del funiculo dorsal (tracto gracil) y del funiculo dorsolateral, en la sustancia
blanca, y en los segmentos laminares I, VII y X, de la sustancia gris del tejido
medular. Dicho aumento es independiente de CsA. Por otra parte no se obtuvo
diferencia significativa en la densidad de las bandas obtenidas por IET entre los
grupos experimentales. Respecto a histoquimica, se observé recrecimiento axonal,
pero no alcanzan a conectarse con el mufén opuesto. En conclusiéon, podemos
decir que CsA no ejerce efecto alguno en la expresion de la neuroproteina GAP-43
y que la administracién prolongada de este farmaco favorece la regeneracion

axonal pero no funcional en este modelo de LME.



INTRODUCCION

Una LME suele producirse por fuerzas mecénicas (caidas, disparos de pistola,
accidente automovilistico, accidente peatonal, entre las mas comunes) que fractura
o disloca la columna vertebral, los huesos que protegen a la médula espinal se
rompen y ocasionan presiéon mecdnica o seccién completa (en casos graves) al
tejido medular. La LME provocada inicialmente por el traumatismo, desencadena
un segundo conjunto de procesos de destrucciéon (excitotoxicidad, inflamacién,
acumulacion de radicales libres, apoptosis, isquemia) que aumenta el dafio al tejido
medular y ocurre de manera longitudinal desde la materia gris y propagandose
hacia la materia blanca (Lu, et al. 2000, McDonald 1999). Se han evaluado varios
medicamentos que limiten el dafio al tejido medular. Entre ellos esta la
metilprednisolona (Lu, et al. 2000), que es un poderoso modulador de lesién
secundaria, el gangliosido GM1 (Dumont, et al. 2001), ciclosporina A (CsA; Ibarra
et al., 1999) y la dinorfina (Amar y Levy 1999), por mencionar algunos. Otras
estrategias evaluadas han sido remplazar las células dafiadas por medio de
transplantes de tejido de sistema nervioso central fetal, implantes de células gliales
o células de Schwan para establecer conexiones axonales adecuadas (Tuszynski et
al., 1999). Una estrategia terapéutica sugiere no solo reducir la expansién de la
lesion secundaria sino también repara el dafio. Un componente clave de esa
reparacion es estimular la regeneraciéon de axones dafiados, esto es, inducir su
elongacién y la reconexién con células blanco apropiadas. En este proceso estan
involucradas sustancias denominadas factores tréficos (factor neurotrédfico de
crecimiento, NGF; neurotrofina - 3, NT-3, entre otros) y proteinas relacionadas con
el crecimiento axénico (GAP-43, tubulina, CAP-23, entre otras).

Como consecuencia de los procesos primarios y secundarios de una LME provoca
que un individuo quede parapléjico o cuadriplégico, dependiendo del sitio de
lesion en la columna vertebral. Este tipo de lesiones repercute en el paciente y su

nucleo familiar psicolégica y socialmente, en especial en la esfera reproductiva y en



instituciones de salud, por las implicaciones de recursos tecnolégicos, médicos y
paramédicos con sus repercusiones econémicas.

El promedio de hospitalizacion por lesiones medulares agudas en E.U.A. entre la
poblaciéon civil es de 40 por 1,000.000 de habitantes por afio (Taoka y Okajima,
1998) y el promedio de decesos por afo es aproximado al 11%(DeVivo et al., 1999).
Cuando todas las formas de tratamiento y todos los niveles de lesion se
consideran, menos del 2% de pacientes con lesién inicialmente completa, llegan a
caminar otra vez (Marino et al., 1999). En nuestro pais no contamos con algin
estudio epidemiolégico en donde se describa la incidencia, mortalidad, evolucion
postraumatica y costo de la atenciéon médica de este tipo de lesiones.

Las complicaciones originadas por una LME elevan el costo del tratamiento y la
mortalidad. Existen complicaciones del tracto genitourinario, complicaciones
respiratorias (particularmente neumonia y embolismo pulmonar), septicemia,
suicidio, enfermedades cardiacas (De Vivo et al., 1999).

En el presente trabajo evaluaremos el efecto de un agente inmunosupresor CsA

sobre la expresion de GAP-43 y la regeneracion del sistema nervioso central.



ANTECEDENTES
GENERALIDADES DEL SISTEMA NERVIOSO.

El sistema nervioso (SN) permite que el organismo reaccione a los constantes

cambios del medio interno y externo. Controla e integra las distintas actividades

del cuerpo, como la circulacién y la respiracién. Aunque es una estructura

continua (Figura 1), se divide en:

» Sistema Nervioso Central (SNC) que comprende el encéfalo y la médula
espinal.

» Sistema Nervioso Periférico (SNP) que comprenden los 12 pares de nervios
craneales y los 31 pares de nervios espinales, incluyendo sus ramificaciones

(Williams, 1998).

ANATOMIA DEL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO (SNP).

El SNP se contintia, desde el punto de vista anatémico y funcional, con el SNC. Sus

fibras aferentes o sensitivas llevan los impulsos nerviosos al SNC desde los

organos sensoriales y desde los receptores sensitivos de las regiones del cuerpo.

Las fibras eferentes o motoras transportan los impulsos nerviosos desde el SNC

hasta los 6rganos efectores (Martini y Bartholomeu, 1999). Se divide en:

> Sistema Nervioso Somatico (SNS) que comprende los cuerpos neuronales
concentrados en grupos dentro del cerebro y médula espinal, y los axones
mielinizados que salen del SNC y se dirigen, sin hacer sinapsis, a las células del
musculo esquelético. El sistema sensitivo somatico transmite la sensibilidad
tactil dolorosa, térmica y postural de los receptores sensitivos. El sistema motor
somatico facilita los movimientos voluntarios y reflejos con la contraccion de
los musculos esqueléticos. Su neurotransmisor es acetilcolina (Martini y
Bartholomew, 1999).

> Sistema Nervioso Autéonomo (SNA) tiene un componente central y otro

periférico. Las fibras eferentes viscerales se acompafian de fibras aferentes



viscerales (Moore y Dalley, 2002). Sus fibras inervan el musculo liso, cardiaco y

glandulas. El SNA se divide en:

Sistema mnervioso simpdtico o tordcicolumbar  que incluye los cuerpos
neuronales ubicados en la columna gris de la médula espinal (segmentos
espinales tordcicos hasta los dos o tres segmentos lumbares), los axones
presindpticos que emergen a través de las raices espinales ventrales, los
cuerpos neuronales situados en los ganglios paravertebrales (troncos
simpéticos) o en los ganglios prevertebrales (ubicados en los plexos donde
hacen sinapsis las fibras presinapticas) y las fibras postsinapticas que
pueden regresar a la médula espinal, inervar visceras o vasos sanguineos.
Sistema mnervioso parasimpitico sacro craneal que comprende los cuerpos
neuronales ubicados en la sustancia gris del tallo encefalico y de los
segmentos sacros de la médula espinal (52 a S4), las fibras presinapticas
(que abandonan el SNC por medio de los nervios craneales III, VII, IX y X,
por las raices ventrales de los nervios espinales S2 a S4 y los nervios
esplacnicos pélvicos), los cuerpos celulares postsindpticos (donde las fibras
presinapticas hacen sinapsis) que se encuentran de manera solitaria dentro o
sobre la pared de los 6rganos efectores (ganglios intrinsecos o entéricos).
Aunque las dos divisiones del sistema nervioso autonomo salen a diferentes
niveles, el corazoén, las glandulas y el musculo liso son inervados por fibras
simpéticas y fibras parasimpaticas (inervacién dual). Tanto en la divisiéon
simpdtica y parasimpatica, el neurotransmisor presinaptico es acetilcolina,
asi también en las fibras parasimpaticas postsinapticas. En cambio, las fibras
postsinapticas simpéticas son adrenérgicas.

El sistema simpatico es catabdlico y permite al organismo afrontar el estrés.
El sistema parasimpatico es un sistema homeostatico o anabolico que
fomenta procesos ordenados y tranquilos, del tipo de los que permite al

cuerpo alimentarse y asimilar (Williams, 1998, Moore y Dalley 2002).



SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
Procesamiento de
informacion.
Informacion Control motor
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division eferente
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Receptores
sensoriales
EFECTORES

Figura 1.- Organizacion del Sistema Nervioso (Moore y Dalley, 2002).

ANATOMIA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC).

La importancia del SNC reside en las redes complejas de neuronas en las que se

originan los patrones apropiados de las respuestas a los estimulos del medio

externo e interno. Se divide en encéfalo y médula espinal.

> El encéfalo.- En orden ascendente desde la médula espinal, se divide en:
rombencéfalo o encéfalo posterior (comprende el mielencéfalo o bulbo raquideo, el

metencéfalo o protuberancia anular y el cerebelo), el mesencéfalo o encéfalo medio,



y el prosencéfalo o encéfalo anterior (que incluye el diencéfalo y el telencéfalo). EI
bulbo raquideo es la continuacién de la médula espinal. Contienen centros
reguladores de la respiracion, frecuencia cardiaca y actividades vasomotoras
(centros vitales). Reflejos como la tos, el vomito, el estornudo y la deglucion
estan mediadas por esta estructura. El puente contiene vias de conduccién entre
la médula y los centros encefalicos altos. Conecta las dos mitades del cerebelo.
Ademads de ser una via de conduccién, también ayuda a regular la respiracion.
El cerebelo se encuentra en la parte posteroinferior de la cavidad craneana. Aqui
se encuentran los centros reflejos para la regulaciéon del tono muscular, el
equilibrio y la postura. El mesencéfalo conecta el metencéfalo con el prosencéfalo.
Se extiende desde el puente hasta la superficie inferior del cerebro. Los centros
reflejos del mesencéfalo incluye el de rectificacién (mantiene recta la cabeza),
postural (posicion de la cabeza respecto al tronco) y visuales auditivos (hacen
voltear la cabeza donde se origina un ruido fuerte). El diencéfalo se encuentra
por arriba del mesencéfalo y esta cubierta por los hemisferios cerebrales.
Comprende las siguientes estructuras: epitdlamo, talamo, hipotdlamo y
subtdlamo. Su funcién se asocia con el sistema motor mayor, actividades
sensitivas, sirve en la integraciéon de la conducta emocional. El cerebro esta
compuesto tanto de la corteza cerebral (materia gris) como de los hemisferios
cerebrales derecho e izquierdo (materia blanca separada por la fisura
longitudinal). Cada hemisferio con su respectiva corteza, se subdivide en cuatro
l16bulos (frontal, parietal, temporal y occipital) delimitados por el surco central
o cisura de Rolando y el surco lateral o cisura Silvio. En el cerebro se realizan la
identificacién discriminatoria e integracion de informacion sensitiva de la
memoria, razonamiento, empleo del lenguaje, comportamiento emocional e
iniciacion del movimiento (Burke, 1990; Williams, 1998, Jacob et al., 1982).

La médula espinal (ME) es la porciéon del SNC rodeada y protegida por la
columna vertebral. Es una parte alargada y aproximadamente cilindrica que

ocupa los dos tercios superiores del conducto raquideo. Se extiende desde el
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borde superior del atlas hasta el nivel de la segunda vértebra lumbar, donde
termina como el cono medular. Tiene dos engrosamientos, cervical y
lumbosacro, que corresponde a las regiones que inervan las extremidades
superiores e inferiores, respectivamente. La ME se fija al céccix por medio del
filum terminale y a la duramadre por los ligamentos dentados. Estd compuesta
de 31 segmentos definidos por 31 pares de nervios raquideos y esta rodeada
por 3 capas meningeas: pia, aracnoides y dura. En la superficie externa pueden
observarse diversos surcos: el surco medio anterior y el tabique medio posterior (que
separa casi completamente la médula en dos partes, derecha e izquierda, y
estdn unidas por la comisura blanca y comisura gris donde se ubica el conducto
central), el septum paramedio ubicado a cada lado del surco medio posterior.
Al hacer un corte transversal de la ME se distinguen dos areas: sustancia gris
que es una mezcla compleja de neuronas (multipolares y generalmente Golgi
tipo I y II), neuritas, neuroglia y vasos sanguineos; se divide en cuernos o astas
(dorsal o posterior, lateral y ventral o anterior), y a la vez éstas estructuras estan
divididas en ntcleos o laminas (basdndose en el tamafio, la forma, las
caracteristicas citolégicas y la densidad neuronal en las diferentes regiones;
Figura 2); la sustancia blanca contiene fibras nerviosas, neuroglia y vasos
sanguineos, rodea la sustancia gris y debe su color a la presencia de un gran
namero de fibras nerviosas mielinicas. Los sitios de entrada y salida de las
fibras de la raiz dorsal (surcos dorsolaterales y ventrolaterales), la dividen en
funiculos (dorsal o posterior, lateral y ventral o anterior). Cada uno de estos
funiculos contiene uno o mas tractos o fasciculos. Un tracto se compone de
fibras nerviosas aferentes y eferentes (Figura 3). La ME funciona para conducir
mensajes que van al cerebro y los que provienen de él hacia su periferia (Afifi y

Bergman, 1999; Lépez, 2000).

11



Nucleo de Clarke

Zona de Waldeyer

Sustancia gelatinosa

Ndcleo propio

Nucleo
intermediomedial

Ndcleo
intermediolatera

Nucleo dorsolateral

Nucleo ventrolateral

Nucleo anterior

N. dorsomedial
Ndcleo ventronedial

Nucleos motores
del asta ventral

Ncleo central

FIGURA 2.- Esquema clasico (izquierda) y esquema de Rexed (derecha) de
la sustancia gris de la ME (L6pez, 2000).
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FIGURA 3.- Estructura externa de ME (Noback, 1986).
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HISTOLOGIA DEL SNC.

El sistema nervioso es un tejido altamente especializado. Basicamente se compone
de neuronas y células de sostén o glia (figura 4).

La neurona, de acuerdo a la doctrina neuronal, es la unidad genética, anatémica,
funcional y tréfica del sistema nervioso. Se constituye por un cuerpo o soma, y
prolongaciones (axén y dendritas). El soma varia tanto de forma como de
dimensiones y contiene los organelos como: cuerpos de Nissl o reticulo
endoplasmico rugoso, reticulo endopldsmico liso, aparato de Golgi, mitocondrias,
lisosomas, pigmentos, neurofibrillas, ntcleo y nucleolo. Las dendritas, lugar donde
la neurona recibe informacién, son prolongaciones citoplasmicas que contienen
numerosas espinas donde se establecen contactos sindptico. El axon se origina a
partir del soma, recorre un trayecto variable, emite colaterales y termina en
arborizaciones. A través de los axones se puede realizar tanto transporte axonal (o
flujo axopldsmico) de moléculas o estructuras complejas, asi como la transmision
de los potenciales de accién. La velocidad de conduccién de estos potenciales
depende del tipo de axén (mielinico o amielinico), asi como del calibre del axén,
entre otros factores (Williams, 1998).

La glia o células de sostén, son células nerviosas que no participan en forma
directa en la excitacién, inhibicién y propagacion del impulso nervioso. Los
astrocitos tienen forma de estrella con varias prolongaciones. Se distinguen dos
tipos: astrocitos fibrosos encontrados en la sustancia blanca que se relacionan con la
transferencia de metabolitos y con la reparacién del tejido dafiado (cicatrizacién).
Los astrocitos protopldsmicos se encuentran por lo regular en la sustancia gris y
pueden servir como intermediarios metabo6licos de las células nerviosas. Los
oligodendrocitos son células pequefias que tienen ramas mads cortas. En la sustancia
blanca se han relacionado en la mielinizacion y en la sustancia gris se encuentran
estrechamente relacionado con las neuronas igual que los astrocitos
protoplasmicos. Las células ependimarias se alinean en el conducto central de la ME

y se relacionan con la formaciéon de liquido cefalorraquideo. La microglia se
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encuentra en la sustancia gris y blanca. Son equivalentes a macréfagos, pueden
participar en la proteccion del tejido nervioso contra virus, microorganismos,

formacién de tumores y en lesiones del SNC (Williams, 1998; Bergman et al., 1997).

Neurona

Capilares
{c)

FIGURA 4. Neurona y células gliales (Martini, 1999).

FISIOLOGIA DEL SNC.

La funcién de la neurona consiste en conducir senales de una parte del cuerpo a
otra mediante fenémenos eléctricos y quimicos.

Potencial de accién.

La diferencia de concentracion de iones intracelular y extracelular, provoca que las
neuronas posean un potencial (potencial de membrana, -70 mV). Si la membrana
de una neurona se hace més permeable al i6n sodio y el potencial varia de -70 mV
a +40 mV, ha ocurrido una despolarizacion, inmediatamente disminuye Ia
permeabilidad al i6n sodio y aumenta la del ién potasio, dando como consecuencia
la variaciéon de potencial hasta -75 mV (hiperpolarizacién). Todo el proceso tiene
una duracién de 5mseg. Este mecanismo descrito se conoce como el potencial de
accion. Posterior a éste, existe un intervalo durante el cual no se puede generar otro

potencial de accién, denominado periodo refractario. Las neuronas utilizan este
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mecanismo para recibir, conducir y transmitir informacion a través de su superficie
(Bergman et al., 1997; Kiernan, 2000).

Sinapsis.

La informacién es transferida de una neurona a otra, o entre las neuronas y los
receptores o células efectoras, en regiones especializadas de contacto celular
llamadas sinapsis. Existen dos tipos: sinapsis eléctricas, en las cuales las membranas
de las células adyacentes estdn fusionadas, no contienen vesiculas sindpticas. La
transmisién en estas uniones es por despolarizacion electroténica. Este tipo de
sinapsis no es comun en el sistema nervioso de los mamiferos. La sinapsis quimica
se compone de una membrana presindptica, un espacio sindptico y una membrana
postsinaptica. Cuando un potencial de accién llega a una terminal axénica, la
membrana de esta terminal se despolariza. Los iones calcio entran en la terminal y
promueven la fusiéon de vesiculas sindpticas en la membrana presindptica. El
neurotransmisor de la vesicula se libera por exocitosis al espacio sinaptico y se une
a receptores de la membrana postsinaptica. La permeabilidad iénica de la
membrana postsindptica se incrementa, lo que conduce a: despolarizaciéon de la
membrana y la generacion de un potencial de accién en la neurona blanco (como
ocurre en las sinapsis excitatorias), o hiperpolarizacion de la membrana,

reduciendo su excitabilidad (sinapsis inhibitoria; Bergman, 1997; Ciba, 1987).

GENERALIDADES DE LA LME .

DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA.
La LME es un dafio ocasionado al tejido medular que compromete sus funciones

principales (motor, sensorial, autébnomo y reflejo). Clinicamente, el resultado de
una LME completa (pérdida total de la funcién motora y sensorial) o incompleta
(afeccion de alguna funcion motora y/o sensorial), es paraplegia o tretaplegia. La
paraplegia es la pérdida de acciéon voluntaria de ambas piernas y parte baja del
tronco, se ocasiona por una lesion medular a nivel tordcico, lumbar y sacra. La

tetraplejia o cuadriplejia es la pérdida del control voluntario de extremidades
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inferiores y superiores, se ocasiona por una lesion medular a nivel cervical
(Kiernan, 2000; Schwab, 2002). Las consecuencias de este tipo de lesiones persisten
por toda la vida del paciente y tiene profundo efecto en el mismo y su ntcleo
familiar psicolégica y socialmente, en especial en la esfera reproductiva. En las
instituciones de salud, el impacto econémico es elevado por las implicaciones de
recursos tecnolégicos, médicos y paramédicos (Schwab, 2002).

Se ha estimado que la incidencia es aproximadamente 40 casos por 1, 000,000 de
habitantes por afio en E.U.A. (Taoka y Okajima, 1998; pagina web3). El promedio
de edad en pacientes con LME es de 31.7 afios, con mayor frecuencia entre 15 y 25
afios de edad y predominio en el sexo masculino (relacion 4:1, hombre: mujer). Las
causas de LME son accidentes automovilisticos y actos de violencia,
principalmente. Existe una tendencia que el paciente quede tretaplégico (lesion
completa, 21%; lesion incompleta, 30%) que paraplégico (lesion completa, 26%;
lesiéon incompleta, 23%). El costo durante la vida promedio del paciente es de
500,000 a 2 billones de dolares, dependiendo de la extension y localizacion de la
lesion. El costo directo total de cuidados a individuos con LME excede de los 7
billones de délares por afio en E.U.A. (pagina web3; McDonald y Sadowsky, 2002).
El promedio de decesos por afo es aproximado al 11%(DeVivo et al., 1999).
Cuando todas las formas de tratamiento y todos los niveles de lesion se
consideran, menos del 2% de pacientes con lesién inicialmente completa, llegan a
caminar otra vez (Marino et al., 1999).

Las complicaciones originadas por una LME elevan el costo del tratamiento y la
mortalidad. Existen complicaciones del tracto genitourinario, complicaciones
respiratorias (particularmente neumonia y embolismo pulmonar), septicemia,

suicidio, enfermedades cardiacas (De Vivo et al., 1999; pagina web3).

FISIOPATOLOGIA DE LME.

La fisiopatologia de la LME comprende tanto lesién primaria como lesién

secundaria.

16



La lesién primaria es el trauma fisico que provoca compresion, laceraciéon o
seccion al tejido medular, rompiendo membranas de células neuronales y gliares,
vasos sanguineos y se dafian axones (Lu et al., 2000; McDonald y Sadowsky, 2002).
Posterior al trauma mecanico, se inicia una serie de procesos complejos
denominados mecanismos de lesion secundaria que aumenta el dano al tejido
medular conforme transcurre el tiempo. El dafo al tejido vascular medular
compromete el flujo sanguineo, provocando isquemia, y shock neurogénico
(caracterizado por bradicardia e hipotensién con resistencia periférica y capacidad
cardiaca disminuida). Los sistemas autorreguladores del flujo sanguineo cesan y el
shock neurogénico desencadena una hipotension sistémica, que empeora el proceso
de isquemia (Tator, 1998; Amar y Levy, 1999; McDonald y Sadowsky, 2002).
Durante la isquemia se producen radicales libres derivados del oxigeno, que
contribuyen al estrés oxidativo y que por diferentes mecanismos aumenta el dafio al
tejido medular (Amar y Levy, 1999; Liu et al., 2001).

La alteracion en el equilibrio ionico celular provoca cambios en la polarizacién de la
membrana que promueve excesiva liberacion de aminoacidos excitatorios (AAE),
como glutamato y aspartato (Agrawal y Fehlings, 1996) y promueve Ila
acumulacion de Na* y Ca?* intracelular, provocando peroxidacion lipidica,
agregacion plaquetaria, vasoconstriccién y respuesta inflamatoria. Este proceso
provocado por la liberaciéon excesiva de AAE se denomina excitotoxidad (Yanase et
al., 1995; pagina web3; Lu et al., 2000) y puede prolongarse por la activaciéon de
receptores opioides p, 8 y k (Olsson et al., 1995).

Por otra parte, el trauma al tejido medular puede averiar la barrera
hematoencefalica y provoca la invasiéon de neutréfilos y macréfagos, asi como la
activacion de la microglia residente. Este grupo de células produce factor de
necrosis tumoral a. (TNF-a), enzimas liticas y radicales libres que dafian la glia,
neuronas y vasos sanguineos (Taoka y Okajima, 1998; Liu et al., 2001; Schwab y

Bartholdi, 1996).
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Por ultimo, se ha documentado una forma mds activa de muerte celular,
denominada apoptosis, la cual puede desencadenarse por sustancias producidas
(TNF-0, NO, 6xido nitrico, liberaciéon de citocromo c) por alguno o varios de los
mecanismos descritos anteriormente (Sakurai et al., 1998; Eldadah y Faden, 2000,
Lu et al., 2000, McDonald y Sadowsky, 2002).

Todos estos mecanismos destruyen sustancialmente el tejido medular. La
reparaciéon de la ME danada es una tarea compleja que requiere de terapia de
maltiples fases. Se han establecido tres conceptos de tratamiento de LME,
neuroproteccién, rehabilitacion y neuroregeneracion, cuya finalidad es
proporcionar una mejor calidad de vida al paciente. A continuacién se desarrolla
el concepto de neuroregeneracion, para establecer las bases por las cuales CsA

puede ser neuroregenerador.

REGENERACION.

Es importante enfatizar que el dafio a los axones causa el mayor de los problemas
asociados con LME, incluyendo pérdida del control motor y sensorial.

Brevemente, a los pocos dias de la lesién primaria, las neuronas inmersas dentro
de la ME, sufren un proceso paulatino de degeneracion, el cual se puede dividir en
las siguientes etapas: 1) el cuerpo celular sufre cromatolisis, 2) la porcién de la fibra
proximal a la lesién sufre degeneracion primaria, y 3) la porcion de la fibra distal a
la lesion sufre degeneracion secundaria o Walleriana (Murray y Kiernan, 1986;
Noback y Demares, 1986; Ramon y Cajal, 1928). Posteriormente se lleva a cabo un
proceso de organizacion y crecimiento, denominado “regeneracién”.

Se ha establecido que el SNC posterior a una lesién, puede regenerar, modificando
tanto los factores intrinsecos, como extrinsecos (Raymond y Tuszinsky, 1999).

Entre los factores que se han modificado, con la finalidad de aumentar la
regeneracion, se encuentran 1) factores neurotréficos que aumenten la
sobrevivencia celular, 2) reduccién y compensaciéon de desmielinizacién, 3) la

neutralizacion de sustancias inhibitorias y 4) remplazamiento de células muertas.
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La aplicacion exégena de BDNF o NT4/5 (del ingles brain-derived neurotrophic
factor y neurotrophin 4/5, respectivamente) 7 dias después de la lesién del SNC,
proporcioné a las neuronas soporte tréfico y estimul6 la expresion de BDNF
(Kobayashi, 1998; Novikova et al., 2000). Asi también, la aplicacion local de NT-3
(Neurotrophin-3) promovi6 el crecimiento y regeneracion a gran distancia de un
tracto de fibras de la ME lesionada (Horner y Gage, 2000). Oudega y
colaboradores demostraron que NGF (factor de crecimiento nervioso), promueve
la regeneracion de axones sensoriales lesionados situados en la ME de ratas adultas
(Oudeja y Hagg, 1996 y1999).

Por otra parte, la identificacion de moléculas que inhiben la regeneraciéon en el
SNC adulto ha permitido la creaciéon de agentes dirigidos contra esas sustancias.
La inhibicion de Nogo, un componente de la mielina, con un anticuerpo
monoclonal denominado IN-1, produce una gran cantidad de fibras en
regeneracion y significativamente aumenta la recuperacion funcional (Pagina
web2; Brosamle et al., 2000; Weibel et al., 1994; Huang, 1999). Qiu por otra parte,
demostr6 que aumentando los niveles intracelulares de nucle6tidos ciclicos
(cAMP), favorece el crecimiento de neuritas neutralizando MAG (del ingles myelin
associated glycoprotein), el segundo agente inhibidor de regeneracién proveniente
de mielina (Qiu et al., 2002; pagina Web2). Bradbury y cols. promovieron
sustancialmente el crecimiento axonal y la recuperaciéon funcional en ratas con
LME, aplicando condroitinasa bacteriana en el sitio de lesion (Bradbury et al.,
2002). Se ha observado que el comienzo de la diferenciacion de oligodendrocitos y
la formacién de mielina coincide con la disminucién del proceso regenerativo
(Schwab y Bartholdi, 1996), demostrado por Savio y colaboradores que en 1990,
lograron un crecimiento axonal de 4.5-6 mm por abajo del sitio de la lesién al
eliminar a los oligodendrocitos de la zona de lesiéon. Recientemente se ha
postulado a Bromuro de Etidio como una alternativa para eliminar la formacién de

la cicatriz glial, asi como un derivado de colesterol, 7p-hidroxicolesteril- oleato
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para reducir hipertrofia o el uso de vectores para reducir la hiperplasia (Giménez
y Ribotta et al., 2002).

Otro intento para reparar la médula espinal lesionada, ha sido el uso de
transplantes de células, tejido neural y material inerte al sitio de lesién, cuya
finalidad es modificar los fenémenos de regeneracion. Se han realizado trasplantes
de segmento de nervio periférico (Bunge, 2001), tejido fetal homotépico (Gelderd et
al., 1990) y heterotopico (Stokes y Reier, 1992), motoneuronas (Demierre et al.,
1990), células gliales (células del epéndimo y astrocitos; Ramén-Cueto et al., 2000),
neuronas (Bjorklud et al., 1987; Demierre et al., 1990), guia y soporte tréfico para el
crecimiento y conectividad axonal (Bjorklud et al., 1987), entre otros.
Recientemente, Bunge y colaboradores transplantaron células de Schwann en una
matriz artificial en ME con seccién completa, demostrando crecimiento axénico
(Bunge et al., 1995), y cuando se suplement6 con factores neurotréficos, se observé
restauracion parcial de la funcién motora (Xu et al., 1999). Otros estudios han
mostrado que el transplante de células envueltas olfatorias es capaz de soportar la
regeneracion de axones a través de la region transplantada y que este crecimiento
esta asociado con recuperacion electrofisioldgica y funcional (Ramén-Cueto et al.,
2000; Lu et al., 2002).

Por otra parte, el tejido de SNC fetal puede favorecer la regeneracion por diferentes
mecanismos. Coumans y colaboradores, asi como Bregman, demostraron que el
transplante de tejido fetal de ME y aplicacion de factores neurotréficos (BDNF y
NT-3) hasta después de 2 semanas, incrementa sustancialmente la cantidad de
axones en regeneracion y la recuperaciéon de la funcién motora (Coumans et al.,
2001; Bregman et al., 2002). La tendencia al uso de transplante de tejido fetal de
SNC no solo sera como un soporte, sino serd una fuente que proporcione nuevas
neuronas.

Una interesante alternativa para inducir regeneraciéon, la proporcionan tanto
células no neuronales y neuronales modificadas genéticamente, como las “stem

cells”. Blesch usé fibroblastos modificados genéticamente para expresar NGF
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dependiente de tetraciclina y observé crecimiento axonal, pero no se asocié a una
recuperacion funcional (Blesch et al., 2001). Grill y colaboradores, por otra parte,
transplantando células genéticamente modificas para secretar NT-3, no solo
observaron crecimiento axénico, sino que ademas se obtuvo recuperacién de la
funcién motora (Grill et al., 1997).

Las “células stem” son la tendencia actual de reparacién de ME lesionada mediante
transplantes. McDonald y colaboradores trataron células stem embrionarias de
ratébn con &cido retinoico, para restringir su diferenciacion hacia la linea celular
neural. Dichas células fueron transplantadas en la ME lesionada y observaron que
las ratas lesionadas mostraban un aumento en la recuperacién motora comparado
con el grupo sham (McDonald et al., 1999 y 2002). El uso de una clona de célula
stem neural de ratén acoplado a un polimero sintético biodegradable en un
modelo de hemiseccién, también resulté en aumento de recuperacién funcional,
probablemente atribuido a la reduccién de los efectos de la cicatriz glial de las
células transplantadas. (Teng et al., 2002).

Una serie de métodos para aumentar la regeneracion estdn en evaluacion clinica,
entre los que se incluyen, transferencia de tendones (McDonald y Sadowsky, 2002),
estimulacion eléctrica funcional (Shen y Wang, 1999). Algunos fadrmacos también
han sido utilizados para promover la regeneracion. Entre ellos podemos mencionar
al clenbuterol que es un agonista de los receptores 32 adrenérgicos. Este farmaco al
estimular dichos receptores, promueve la expresiéon de diversos factores troéficos y
con ello la regeneracion (Zeman et al., 1999). El macrélido FK-506, es un
inmunosupresor que ha demostrado promover la regeneraciéon axonal (Madsen et
al., 1998). Por otra parte, la ciclosporina A es otro inmunosupresor que por su
mecanismo de accion, podria ser capaz de promover la regeneraciéon después de

una LME.
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CICLOSPORINA-A

GENERALIDADES.

El descubrimiento de la Ciclosporina-A (CsA) revolucioné la terapia en el
transplante de organos  sdlidos, ya que es una alternativa a farmacos
inmunodepresores citotoxicos. El uso de este inmunosupresor en varias
enfermedades demuestra su potencial para contrarrestar la alteracion en el sistema
inmune, mejorando las condiciones tanto de animales como de pacientes a nivel
experimental. Actualmente CsA se usa ampliamente en investigacién basica (Guo
et al, 2001).

ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FARMACODINAMICAS.

CsA es un farmaco compuesto de 11 aminoécidos, es ciclico y de caracter

lipofilico, de carga neta neutra, con un peso molecular de 1,200 D. Este

inmunosupresor es producido y aislado del hongo Tolypocladium inflatum Gams
(Kahan, 1989; Borel et al., 1996). Previos estudios han revelado que CsA bloquea la
activacion de células T, y que en parte es, por la inhibicién de transcripciéon de
linfocinas, particularmente interleucina-2 (IL-2), principal factor de crecimiento de
células T (Borel et al., 1996; Dunn et al., 2001; Hutchinson et al., 1998).

El mecanismo actual de inmunosupresion por CsA (Figura 5) sugiere que, una vez
que los antigenos extrafios expuestos en la superficie de células presentadoras de
antigenos activan los receptores de células T, inicia una via que produce un
aumento de [Ca?*]i. El incremento de Ca?* modifica la subunidad reguladora B de
Calcineurina (fosfatasa treonina/serina dependiente de calcio y calmodulina, CaN)
y hace que Calmodulina (CaM), se una al sitio catalitico A de CaN, activando esta
tltima y realizado su funcién: defosorila el componente citoplasmico del factor de
transcripcion nuclear de las células T (NF-ATc), permitiendo que pueda traslocarse
al nacleo, donde se unird al componente nuclear del NF-AT y promovera la
trascripcion del gen de la Interleucina-2 (IL-2) y de su receptor (Borel et al., 1996;
Halloran et al., 1999).
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FIGURA 5.- Mecanismo inmunosupresor de CsA (Guo et al, 2001).
Cuando se administra CsA, este fairmaco cruza la membrana celular de la célula T
por afinidad, se une principalmente a ciclofilina A (CyPA), una inmunofilina con
actividad isomerasa, formando el complejo CsA-CyPA. Este complejo se une al
sitio catalitico A de CaN, resultando en la inhibicién no competitiva de la fosfatasa
y evitando la defosforilacion del NF-ATc (Erlanger, 1992; Zav’yalov et al., 1995;
Borel et al., 1996; Halloran y Batiuk, 1997; Abbas, et al., 2000).

PROPIEDADES FARMACOCINETICAS DE CsA.

Posterior a una dosis oral, la absorcion de CsA se realiza en la parte superior del
tracto gastrointestinal (GI), sin absorcion aparente del colon. Posterior a la
absorcion o administracion intravenosa, sufre una distribucion extensa en tejidos y
liquidos corporales (volumen de distribucién de 3-5L/Kg.). La mayoria de CsA
circulante se une a proteinas plasmaticas, especialmente a lipoproteinas. Su
distribucién en sangre total es dependiente de dosis, con 33-47% de CsA

permaneciendo en plasma, 4-9% en linfocitos, 4-12% en granulocitos y 41 a 58% en

23



eritrocitos. El metabolismo de CsA se lleva a cabo por el sistema enzimatico
hepético citocromo P (CYP4503A) y, en menor grado, en el tracto GI y rifién. Su
biotransformacion comprende hidroxilaciéon y desmetilaciéon, manteniendo la
estructura ciclica. La eliminacion se lleva a cabo por bilis y solo el 6% de cada dosis

es excretada por orina (Dunn et al., 2001; Kahan, 1989; Faulds et al., 1993).

EFICACIA TERAPEUTICA Y EFECTOS ADVERSOS.

CsA ha mostrado efectividad en un amplio rango de enfermedades como soriasis,
mejora de sintomas en cuadros asmatico, inhibe la resistencia celular a
medicamentos anticancerigenos, inhibe la replicaciéon del virus de VIH-1, actividad
antifingica, antiparasitaria, mejora el padecimiento de varias enfermedades como
miastenia gravis, cirrosis biliar, entre otras (Borel et al., 1996; Faulds et al., 1993).

El primer efecto adverso limitante de dosis de CsA es nefrotoxicidad, el cual se
presenta como una disminucién reversible de la taza de filtracién glomerular. Por
otra parte, se ha documentado hipertension en mas del 50% en pacientes con
transplante renal y sintomas neurologicos que incluye dolor de cabeza, tremor,
parestesia y convulsiones. Otros efectos adversos asociados con CsA incluye la
disfuncién hepatica relacionada con la dosis (principalmente coléstasis),
hiperkalemia, hiperuricemia, hiperlipidemia, hirsutismo, hiperplasia gingival,
intolerancia a la glucosa y alteraciones a nivel GI. Recientemente, se han reportado
proceso de leucoencefalopatia, en pacientes con terapia de CsA (Borel et al., 1996;

Dunn et al., 2001; Dawson, 1996).

CICLOSPORINA-A'Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.
El efecto neuroprotector de CsA en el SNC se ha establecido en diferentes estudios

experimentales. El mecanismo para ejercer neuroproteccion es similar al
mecanismo inmunosupresor. El complejo CsA-CyPA inhibe CaN, en presencia de
un incremento de [Ca?*] . Esta accién disminuye la reacciéon inflamatoria en el sitio
de lesién por el mecanismo descrito anteriormente (Sherry et al., 1992; Hendey and

Maxfield, 1993), reduce la lipoperoxidacién y activacion de apoptosis acompafiada
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de cierta recuperacion clinica (Diaz-Ruiz et al., 1999 y 2000; Guo et al., 2001; Wang
et al., 1999). Asi también CsA inhibe la muerte celular bloqueando la transicién de
permeabilidad mitocondrial y manteniendo la homeostasis energética, pero dicho
efecto no se refleja en la recuperacion motora y es dependiente de dosis (Okonkwo
et al., 1999; Sullivan et al., 2000; Dumont et al., 2001).

Por otra parte, la propuesta que CsA tenga un efecto neuroregenerador en el SNC
es apoyado por varios hallazgos. En 1993, Teichner et al., demostré6 que el
tratamiento con CsA, a 15 dias, era capaz de promover regeneracion axonal en la
ME dafhada, aunque no se acompafié con signos de recuperaciéon funcional
(Teichner et al.,, 1993). Posteriormente este mismo grupo de investigadores
demostraron que el tratamiento con CsA, a animales con seccién completa, durante
30 dias, al mismo tiempo que reducia la reaccién auto inmune contra componentes
del SNC de axones, se observaba una recuperacién parcial de la funcién motora
(Palladini et al., 1996). En otro estudio, CsA ha sido capaz de estimular la
expresion de BDNF después de un proceso de isquemia en el SNC, y este poderoso
factor neurotréfico puede estimular la regeneracion del tejido nervioso (Miyata et
al., 2001). Un estudio interesante realizado por Sugawara y cols., demostré que la
administraciéon de CsA y FK506 durante 30 dias, en un modelo de secciéon de raiz
dorsal, promovia la regeneraciéon de axones de raiz dorsal en la médula espinal
(Sugawara et al., 1999). El efecto neuroregenerador de FK506 ha sido evidente en
diversos estudio y ha involucrado a una fosfoproteina, GAP-43, como una
molécula importante en la elongacién de los conos axonales (Gold et al., 1995;
Madsen et al., 1998, Guo et al., 2001). Es importante sefialar que la accién
neurotréfica que presenta FK506, es debida a su ligando intracelular, las
inmunofilias (FKBP12, particularmente), las cuales se presentan en mayor cantidad

en el sistema nervioso central que en el sistema inmune.
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FIGURA 6.- Mecanismo regenerador propuesto para CsA (Udina y Navarro,
2002).

Considerando lo anterior, se propone que CsA pueda tener el mismo efecto
neuroregenerador, es decir, que CsA se una a CyPA y el complejo resultante ejerza
el efecto neurotréfico por dos mecanismos: 1) al igual que FK506, aumente la
expresion de GAP-43, y 2) que el complejo CsA-CyPA se una a CaN, inhibiéndola,
y evitando que defosforile a GAP-43, manteniendo un estado activo propicio para

la regeneracioén axonal (Figura 6).
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PROTEINA ASOCIADA AL CRECIMIENTO (GAP-43).

GENERALIDADES
GAP-43, inicialmente, fue hallada como una fosfoproteina sindptica en

experimentos en busca de proteinas blanco reguladas por calcio y varios péptidos,
y la denominaron B-50. Posteriormente, se encontré6 que esta proteina esta
involucrada en procesos como regeneracion axonal (GAP-43; GAP-48),
componentes de los conos de crecimiento (pp46), plasticidad sinaptica (F1) y unida
a calmodulina (P-57 o neuromodulina). Experimentos de clonacién molecular
demostraron que esas proteinas aisladas eran la misma molécula. Se piensa que es
la molécula clave en la regulaciéon del crecimiento axonal (Skene, 1989; Strittmater
et al, 1991; 1992) y es esencial para la prevencién de apoptosis posterior la
axotomia. En diferentes modelos de LME se ha reportado elevacion significativa
en los niveles de GAP-43 y de su acido ribonucleico mensajero (ARNm), a partir
del primer dia y hasta cuatro semanas poslesion en diferentes poblaciones

neuronales localizadas en torno a la zona de lesion (Curtis et al., 1993; Alonso et

al., 1995).

ESTRUCTURA MOLECULAR Y EXPRESION.

El gene que codifica la molécula de GAP-43 comparte por lo menos 50kb en el
cromosoma 3 del humano y en el cromosoma 16 del ratén. Existen dos promotores
de transcripciéon P1 y P2, pero se ha demostrado que el promotor P2 es el més
activo in vivo, y el ARNm que origina contiene tres exénes (exén: region del ADN
capaz de traducirse a proteina) ampliamente separados cuya combinacion de los
mismos es aproximadamente 1.5 kb de longitud (Benowitz and Routtenberg, 1997).
El primer exon contiene la regién 5-UTR (region de reconocimiento) y codifica para
los primeros 10 aminoécidos, el cual comprende el dominio de unién a la
membrana y el dominio activador de Go y Gis1 (Arni et al, 1998). El segundo exon
comprende la mayor codificaciéon de la proteina e incluye la regién de unién a

CaM y el sitio de fosforilaciéon por proteina cinasa C (PKC). El tercer exon codifica
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el extremo carboxilo terminal de la proteina que contiene una secuencia afin que
probablemente interacciona con componentes del citoesqueleto (Coggins and
Zwiers, 1991; Karns et al., 1987). En diferentes especies, el ARNm se traduce en una
proteina de 198 a 238 aminoécidos de longitud. En la rata, la proteina se compone
de 226 aminoécidos, de los cuales el 25% son aminoacidos “acidos” (25%) y alanina
(17%), pero con pocos residuos hidrofébicos (Coggins y Zwiers, 1997). Esta
proteina es estable al calor y tiene un peso molecular verdadero de 23.6 kDa, pero
en electroforesis de proteinas tiene un peso molecular aparente de 40 - 60 kDa,
dependiendo de la composicion del gel (Coggins y Zwiers, 1991). Dicho
comportamiento es resultado de varios factores como: la forma de la proteina,
pobre unién a dodecil sulfato de sodio (SDS), polimerizaciéon de la proteina o
posible formacién de un tetramero, y modificaciones posterior a su sintesis (Alonso
et al., 1995).

REGULACION DE LA EXPRESION Y SINTESIS DE GAP-43,

La expresion del gene de GAP-43 es restringida a células nerviosas, y es regulada
por glucocorticoides, estrogenos y andrégenos. En recientes investigaciones se ha
descubierto el regulador del gen de GAP-43. Este regulador, denominado E-box 1
es un miembro de la familia de los factores de transcripcién perteneciente. Se
encuentran 7 reguladores adyacentes al promotor de GAP-43, y solo uno, E1, se ve
favorecido para ejercer la regulacion. Las proteinas de unién MEla y E12 se unen a
E1 como un homodimero y reprimen la actividad de P2, con lo que se demuestra el
control negativo por medio de proteinas de unién a E-box (Benowitz y
Routtenberg, 1997).

La regulacion pos- transcripcional involucra la estabilidad de mRNA. El factor de
crecimiento nervioso (NGF) incrementa dos o tres veces la vida media de ARNm
de GAP-43. Dicho mecanismo involucra la unioén de tres proteinas en la regioén 3-
UTR de dicho ARNm mediada por un mecanismo dependiente de PKC (Perrone-

Bizzozero et al, 1993).
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Una vez favorecida la transcripcion de GAP-43 la sintesis se lleva a cabo en el

cuerpo celular de la neurona. Recién sintetizada, se asocia en un compartimiento

membranoso y llega al aparato de Golgi, ahi se empaqueta en vesiculas y es

transportada hacia las terminales presinapticas a una velocidad de 400 mm/dia

(Verkade et al, 1996).

PROPIEDADES BIOQUIMICAS.

Las modificaciones pos-traslacionales que sufre GAP-43, hacen que sea una

molécula clave y reguladora en varios mecanismos de sefializacion en los conos de

crecimiento. Para llevar a cabo tales funciones, posee algunas caracteristicas en su

estructura:

GAP-43 se une intracelularmente, y de manera reversible, a la membrana
citoplasmica a través de su regiéon N-terminal. La interaccién involucra la
esterificacion de los residuos aminoéacidos Cisteina 3 y Cisteina 4 (Cys3 y
Cys4) con el &cido palmitico de la membrana celular (Arni et al., 1998).

A nivel de citoesqueleto, se ha demostrado cierta asociaciéon de GAP-43 con
la proteina F-actina a través de una region no conocida en el extremo C-
terminal, y se ha sugerido cierta influencia de GAP-43 en el crecimiento de
las terminales presinapticas (Caroni, 2001; Laux et al, 2000).

Aunque la mayor cantidad de la proteina se encuentra unida a la membrana
y al citoesqueleto (Qin et al, 1997), existe una pequefia cantidad libre en el
citoplasma. Esta forma soluble, indiscutiblemente, es la que presenta mayor
actividad. Para tal efecto, GAP-43 sufre fosforilaciéon por la enzima PKC
siendo el residuo Ser41 el sitio de mayor importancia biolégica (dominio
efector, DE). Se ha demostrado in vitro que GAP-43 puede ser fosforilada
por la enzima caseina cinasa II (CKII) en el aminoacido S192 y 5193 y en
menor grado en los sitios T88, T89 y T95. El proceso de fosforilacién se
incrementa por la [Ca**] i, diacilglicerol y andlogos, fosfatidilserina, esteres
de forbol y acido araquidénico. GAP-43 fosforilada en el ED o la

incorporacion de aminoacidos de carga negativa en el mismo, altera la
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interacciéon con fosfoinositidos, afectando el crecimiento y direccionamiento
axonal (Benowitz et al., 1987; Dent y Meiri, 1998).

De manera inversa y bajo ciertos estimulos, GAP-43 fosforilada es substrato
de fosfatasas independientes de Ca?* que estan asociadas con la membrana
(tipo 1y 2A), y por CaN, una fosfatasa dependiente de CaM y Ca?*.

El proceso de defosforilaciéon favorece la interacciéon con CaM, con alta
afinidad a baja [CaZ?*]. CaM se une a GAP-43 en un dominio el cual
comienza en isoleucina y glicina antes de Ser4dl y se extiende
aproximadamente 10 aminodacidos hacia el extremo C-terminal (Neve et al,
1998). Dicha unién se altera por fosforilacion de GAP-43 o por aumento de
[Ca?*]. Varios investigadores han propuesto que GAP-43 “secuestra” a CaM
en sitios cercanos a las membranas de las terminales nerviosas, y liberarlas
como respuesta a segundos mensajero que resulta en la fosforilacion de
GAP-43 (Tejero-Diez et al, 2000).

Adicionalmente, la porcion N-terminal de esta proteina, estimula el
intercambio GTP/GDP en la subunidad o de las proteinas de uniéon a GTP,
G, y Gia;. Los primeros 10 aminoacidos de GAP-43 activan G, y Gia,
estimulando la unién de GTPYS a G, y asi disparando el sistema de
segundo mensajero intracelular (Tejero-Diez et al, 2000; Aarts et al, 1998).
Recientemente, se ha demostrado que GAP-43 sufre ribosilacién-ADP en los
aminoacidos 3y 4 (C3 y C4), y probablemente en menor grado en 211 o 225
(R211 o H225). Se piensa que dicho proceso regula la transduccion de

sefalizacion donde participa la proteina G (Coggins et al 1993).
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JUSTIFICACION.

Considerando la interaccién entre Ciclosporina A (CsA) y Calcineurina (CaN), se
propuso que CsA sea capaz de promover al mismo tiempo neuroproteccion y
regeneracion neural en modelos de lesion de médula espinal. Algunos estudios
anteriores demostraron el efecto regenerador de la CsA sobre el tejido medular 30
dias después de la lesién (Palladini et al., 1996); sin embargo, hasta el momento no
se ha estudiado el efecto regenerador de este inmunosupresor a largo plazo. Ya
que el beneficio de proveer por mayor tiempo las condiciones favorables para la
regeneracion neural podrian brindar una mejor perspectiva de recuperacion
neurolégica en el individuo lesionado. En el presente trabajo, se evalu¢ el efecto de
CsA sobre la regeneracion axonal 90 dias después de una LME, asi como el efecto
de dicho fadrmaco sobre la expresion de GAP-43 como marcador de regeneracion

neural.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1. ;La CsA promueve el crecimiento axonal en la zona de lesiéon de animales
sometidos a un tratamiento a largo plazo?

2. ;La CsA incrementa la expresion de GAP-43 después de una LME?

HIPOTESIS

1. La CsA administrada a largo plazo promovera una mejor regeneracién axonal,
en la zona de lesiéon después de una LME.

2. La CsA incrementaré la expresion de GAP-43 después de una LME.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar el efecto de CsA administrada a largo plazo sobre la regeneracion de

la médula espinal sometida a una secciéon completa.

Objetivos Particulares
1.  Evaluar el efecto de CsA sobre la densidad de axones que crucen el area

de lesion de la médula espinal.

2. Evaluar el efecto de CsA sobre la cantidad relativa de GAP-43 en la

médula espinal sometida a seccién completa.

MATERIAL Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

En la investigacion realizada se utiliz6 un total de 44 ratas adultas de la cepa
Sprague Dawley, entre 200 y 250g de peso, las cudles se dividieron para realizar 3

experimentos de acuerdo a los siguientes esquemas:

EXPERIMENTO I
GRUPO CANTIDAD DE TIEMPO DE METODO O
EXPERIMENTAL ANIMALES EVALUACION TECNICA

Densidad de
Grupo I (lesion +CsA) 10 90 dias axones que
atraviesen el sitio
Grupo H’ (lesion + 10 90 dias de lesion y Ileguen

Vehiculo) al murfion distal.

TABLA 1.- Distribucion de animales por grupo y duracién del experimento 1.
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EXPERIMENTO II

CANTIDAD
GRUPO TIEMPO DE . -
DE p METODO O TECNICA
EXPERIMENTAL ANIMALES EVALUACION
Grulicgg;:smn 3 10 dias
G IT (lesion + . . .
ru{)}c;hic(uizl)on 3 10 dias Cantidad relativa de GAP-
43 por
Grupo III 3 10 dias inmunoelectrotransferencia
(laminectomia +CsA) (IET).
Grupo IV
(laminectomia 3 10 dias
+Vehiculo)

TABLA 2.- Distribucion de animales por grupo y duracién del experimento II.

EXPERIMENTO III
GRUPO CANTIDAD DE TIEMPO DE METODO O
EXPERIMENTAL ANIMALES EVALUACION TECNICA
Grupo I (lesion +CsA) 3 10 dias
Grupo II (lesion + .
Vehiculo) 3 10 dias Localizacion de
Grupo III (laminectomia 3 10 dias GAP(—1431 en' ,1 2
+CsA) zona de lesion.
Grupo IV (laminectomia .
+Vehiculo) 3 10 dfas

TABLA 3.- Distribucién de animales por grupo y duracién del experimento III.
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DEFINICION DE VARIABLES

Variables independientes
Lesion de médula espinal (LME): Dafio ocasionado por el corte total transversal de

la médula espinal realizado por tijeras de microcirugia, dando como consecuencia
que el animal quede parapléjico.

Administracion de CsA: Aplicacion de CsA, poslesion, de acuerdo a la siguiente
estrategia de administracion (Ibarra et al, 1996): 2.5 mg/Kg. de peso del animal
cada 12 horas durante las 72 horas posteriores a la lesién, por via intraperitoneal
(ip). Cumplido el tiempo antes mencionado, se administrara por via oral (vo) 5

mg/Kg. de peso del animal cada 12 horas, hasta el término de 90 dias.

Variables dependientes

Presencia de axones: Numero de axones por 4rea en un corte longitudinal que
crucen el sitio de lesién.
Densidad relativa de GAP 43 en inmunoelectrotransferencia. Densidad de la

banda obtenida cuantificada mediante densitometria.

PROCEDIMIENTOS GENERALES

Lesion de médula espinal.

Los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (77.5 mg/Kg.) y
clorhidrato de xilacina (12.5 mg/Kg.), se realiz6 tricotomia entre la regién torécica
y lumbar y posteriormente asepsia y antisepsia de dicha region.

Todos los procedimientos quirdrgicos se realizaron con material e instrumental
quirtargico estériles. Se realizé una incisién sagital en piel, seguida de disecciéon de
los musculos paravertebrales de las apdfisis espinosas y separacion del periostio de
las laminas vertebrales. Al completar lo anterior se extirparon dos apofisis
espinosas (T8 y T9). Finalmente se realiz6 la laminectomia de un solo nivel (T9) lo

que permiti6 una visualizaciéon completa de la médula espinal. Al concluir el
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proceso anterior, si el animal correspondia al grupo de laminectomia, el siguiente
paso fue suturar en dos planos la incisién con dermalon cinco ceros; si el animal
correspondia al grupo de lesion, mediante ganchos de microcirugia se hizo pasar
una sutura dermalon 6 ceros por debajo de la médula espinal, posteriormente se
realiz6 la seccion con tijeras de microcirugia (quedando separados dos mufiones
(proximal, el extremo mas cercano al encéfalo y distal, el extremo mas lejano al
encéfalo). Seguido de este paso se jal6 la sutura, corroborando la seccién completa.
Posterior a ello, la incision quirtrgica se suturé en dos planos con dermalén cinco
ceros. Finalmente, las ratas fueron introducidas en una unidad de cuidados
intensivos para animales pequefios con temperatura controlada de 25°C.

Cuidados postoperatorios.

Todos los animales recibieron el mismo tipo de alimentacion y cuidados generales,
colocdndose en jaulas individuales con aserrin estéril. El intestino y la vejiga
neurogénicos se manejaron por vaciamiento manual 2 veces por dia mientras fue

necesario.

Sacrificio y obtencion de tejido medular.

Al completarse los diez y noventa dias poslesion, los animales fueron anestesiados;
5 minutos antes de su sacrificio se les aplicé una dosis intraperitoneal de 1000 UI
de heparina. Posteriormente se les practic6 una toracotomia amplia, canuldndose la
aorta a través del ventriculo izquierdo. A través de una bomba peristaltica
(Masterflex; Cole-Parmer Inst. Co. Chicago Il), a los animales de los experimentos I
y III se perfundieron 100 mL de solucién salina isoténica seguido de 400 mL de
paraformaldehido frio al 4%. A los animales del experimento II sélo se
perfundieron 100 mL de solucién salina isoténica. Al final del procedimiento se

extrajo 1.0 cm de la ME, con la zona de lesion en el centro de dicho fragmento.
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Histoquimica de tejido medular (Método de Siever Munger; Heffess y Mullick,

1992).

Preparacion del tejido medular.

El tejido medular obtenido de los animales destinados al experimento I
permanecieron en el mismo fijador un dia mds. Posteriormente fueron
deshidratadas gradualmente en alcohol (alcohol etilico al 50%, 70%, 80%, 95% y
alcohol absoluto), hasta llegar a dos bafios de xilol para aclarar el tejido (con
duracién de 30 minutos cada bafo). El extremo proximal se marcé con tinta china y
se envolvi6é en papel poroso (cebolla) debidamente identificado. Se embebi6 en
parafina a 60°C dentro de la estufa durante 2 horas y posteriormente se incluy6 en
un molde metalico; se coloco el cartucho - plastico de sujeciéon y se dejé enfriar a
4°C. Luego se colocé el bloque de parafina en la platina del criostato y se realizaron
cortes secuenciales longitudinales de 7 n de espesor hasta el epéndimo. Una vez
llegado a éste, se recogieron los cortes y se montaron sobre laminillas de vidrio
previamente tratadas con solucién de poli-L-lisina y se almacenaron a

temperatura ambiente hasta el momento que se procesaron.

Tincion de Plata (Método de Sevier- Munger para tejido neural, Heffess y Mullick, 1992)

1. Las laminillas y la solucién de AgNOs al 20% se colocaron en la estufa a 56°C
durante 20 minutos.

2. Posteriormente se hidrato el tejido pasandolo sucesivamente en xilol, diluciones
graduales de alcohol (100%, 95%, 80%, 70% y 50%) hasta agua destilada.

3. Se colocaron las laminillas en la solucién de AgNOs al 20% por un periodo de
15 minutos.

4. Se enjuagaron con agua destilada y se colocaron en un vaso de Coplin, el cual
contenia solucion de AgNOs amoniacal.

5. Las laminas se dejaron entre 5 y 30 minutos en movimiento hasta que se
desarrollo un color café dorado el cudl se determiné, sin lavar, por medio del

microscopio.
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6. Corroborada la intensidad de la reaccion, se enjuagaron las laminas 3 veces en
agua destilada y se sumergieron en sol. NaS;03 al 5% por 2 minutos.

7. Por dltimo, se lavaron con agua destilada, se deshidrato nuevamente el tejido y
se monto6 en medio resinoso.

8. Las laminillas procesadas se observaron y analizaron bajo microscopia 6ptica a
un aumento de 4X y 10X, de manera aleatoria.

9. Las observaciones bajo microscopio se fotografiaron para su posterior analisis y

determinacion de densidad de axones.

Inmunofluorescencia.

Preparacion del tejido medular.

El tejido medular de todos los grupos experimentales y de los controles destinado
a este experimento (III), permanecié un dia mas en el fijador. Posteriormente se
retiraron las meninges, se colocaron en una soluciéon de sacarosa al 30%, y
permanecieron por lo menos seis dias. En el momento de su proceso, se corté 1 cm
de tejido medular, conteniendo el sitio de lesién en el centro, se separé la parte
proximal de la distal exactamente en el sitio de lesiéon y por este extremo se
colocaron en una plancha de criostato a -25 °C. Se cubrieron con Tissue Teck y una
vez congelado el tejido se realizaron cortes de 20um. Se eliminaron los primeros 50
cortes y se recogieron cortes secuenciales en laminillas previamente tratadas con
solucion de gelatina al 0.5%. Los cortes por congelacion se mantuvieron a 4°C hasta

el momento que se procesaron.

Técnica de Inmunofluorescencia.

1. Se prepar6é anticuerpo anti-GAP-43 IgGoak de raton (Zymed, CA) a una
concentracion de 2.5 ng/mL en soluciéon de bloqueo.

2. Se colocaron las laminillas de cada grupo experimental, debidamente
identificadas, asi como laminillas de tejido de cerebro de neonato (como control
positivo) en caAmara hiimeda y se adicion6 el anticuerpo anti-GAP-43. Se realiz6

un control negativo colocando a las laminillas de cada grupo experimental,
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10.

solucion de bloqueo o un anticuerpo anti-cisticerco IgG a la misma dilucién. Se
incubaron durante 1 hora en agitaciéon suave.

Se preparo el anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra contra IgG de ratén
acoplada a FITC (del ingles fluorescein isothiocyanate; Zymed, CA) a una
dilucién 1:100 con solucién de bloqueo. Se mantuvo a 4-6 °C.

Culminado el tiempo de incubacién con el anticuerpo primario, se eliminé por
decantacion éste y las laminillas se enjuagaron con PBS-Tween 20 al 0.05%, pH
7.2 (buffer de lavado). Se lavaron 3 veces con el mismo buffer, cada 5 minutos
en agitacion.

Se elimin6 el exceso de liquido a las laminillas y se aplic6 el anticuerpo
secundario. Se incub6 durante una hora en cdmara himeda y en agitacion
suave. En todo momento se protegieron de la luz.

Posteriormente se realiz6 el enjuagado y lavado ya descrito.

Nuevamente se elimino el exceso de liquido y se aplico una solucién de Yoduro
de Propidio 1:500 (para teiir el ntcleo de rojo y visualizar su localizacién),
permaneciendo ésta durante 5 minutos.

Pasado ese tiempo se enjuagd con el buffer de lavado y se cubrieron las
laminillas con medio de montaje (Vecta Shield) y se sellaron.

Las laminillas permanecieron a 4-8°C y protegidas de la luz hasta su
observacion.

Posteriormente se observaron todas las laminillas por microscopia confocal. Se
obtuvieron imagenes de los diferentes grupos experimentales y se guardaron

en disco compacto para su posterior analisis.

Inmunoelectrotransferencia.

Preparacion de la muestra.

Inmediatamente de obtener 1 cm de la médula espinal, teniendo como centro el

sitio de lesion, se retiraron las meninges y se registro su peso. Para obtener el tejido

control destinado para este procedimiento, se decapité una rata neonato de 7 dias y
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se extrajo una porcién del cerebelo. Posteriormente, por cada pg de peso de tejido
medular o cerebral, se adicion6 10 uLL de buffer de lisis y se sonicaron las muestras,
manteniendo éstas sumergidas en hielo durante el proceso, hasta formar una
suspension homogénea. Se centrifugaron a 14,000 r.p.m. durante 5 minutos. Se
eliminé el sobrenadante y por cada pg de peso inicial de tejido se adicioné un pl de
SDS al 10% y 9 uL de buffer de lisis. Se homogenizaron las muestras y se colocaron
en un bafo de agua a 96°C durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugaron a
14,000 r.p.m. durante 5 minutos y se separ6 el sobrenadante del sedimento. Al
sobrenadante se cuantific6 proteinas por el método de Bradford (MR). En tubos
Eppendorf se colocé el volumen necesario para obtener 50 mg de muestra y se
mezcl6 con el mismo volumen de buffer de digestion, en condiciones reductoras.

Se hirvieron las muestras 2- 5 minutos.

Electroforesis de proteinas (Laemmli, 1970).

1. Se ensamblaron las placas de vidrio para preparar el gel separador de
poliacrilamida/bisacrilamida al 12% y el gel concentrador al 5%, suficiente para
10 carriles.

2. Una vez polimerizado el gel, se ensambl6 la camara, se llen6é con buffer de
corrida y se aplicé todo el volumen de las muestras previamente tratadas,
considerando que se parten de 50 mg de proteina. En cada gel se coloc6é un
estindar de peso molecular y un control positivo (cerebro de neonato de rata,
misma cantidad de proteina) para GAP-43.

3. Se conect6 la camara a la fuente de poder y se ajusto la corriente a 200 volts
constantes. La electroforesis se detuvo hasta que el frente i6nico estuvo a medio

centimetro del final de la placa.

Electrotransferencia (Towbin et al, 1979).
1. Una vez terminada la electroforesis, el gel, fibras Scotch, papeles filtro y la
membrana de nitrocelulosa (NC) se colocan en buffer de transferencia antes de

realizar el proceso. Este proceso se realiz6 usando guantes de latex.

39



2.

3.

Se coloco correctamente el sistema (fibra Scotch-papel filtro-gel-membrana de
NC-papel filtro-fibra Scotch) en el casette para electrotransferencia y éste se
insert6 en el contenedor.

Se lleno el tanque del sistema con buffer de transferencia y se colocé el
contenedor y un anticongelante. Se tapo el sistema y se conectaron los
electrodos correctamente a la fuente de poder. Se transfiri6 durante una hora a
100 volts.

Terminado el tiempo se tomé la membrana de NC, se corté el carril
correspondiente a los marcadores de peso molecular y se sumergié en una
solucion Amido - Black, para corroborar el proceso de electrotransferencia. La
membrana de NC con muestras se coloca en solucién de bloqueo y se incuba

durante toda la noche.

Inmunodeteccion.

1.

Antes de comenzar el proceso, se prepar6 una solucién de anticuerpo de ratéon
anti-GAP43 (1 pg/mL) en solucion de bloqueo.

Transcurridas 10 horas como minimo, se eliminé la solucién de bloqueo y se
enjuagd 3 veces y se lavo 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%, 5 minutos cada
uno en agitacion continua.

Se elimino el exceso de liquido y se adicioné la solucién del anticuerpo anti -
GAP-43. Se incub6 2 horas a temperatura ambiente en agitacion continua.
Posteriormente se eliminé la solucién por decantacion, se enjuagd 3 veces con
PBS-Tween 20 al 0.05% y se lavé con la misma 7 veces, 10 minutos cada uno en
agitacion continua.

Durante el tiempo de lavado se preparo la soluciéon de anticuerpo de cabra anti-
IgG de ratén - peroxidasa (Santa Cruz, CA) a una dilucién 1:200 en solucién
PBS - Tween 20 al 0.05%. Previo a su uso se mantuvo a4 -6 °C.

Se elimind el exceso de soluciéon y se adicioné la solucién de anticuerpo
secundario. Se incubé 90 minutos a temperatura ambiente en agitacion

continua.
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7. Terminado el tiempo, se lavé la membrana como se describi6 en 4. Se eliminé el
exceso de liquido y se adicion6é la solucién reveladora. Posteriormente, se
adicion6 20 pLL de peroxido de hidrégeno y se agité suavemente hasta que se
observaron bandas. La reaccién se detuvo con agua destilada y se dejo secar.

8. Una vez secas las membranas, se determiné el peso molecular aparente de las
bandas obtenidas tanto de muestras como del control. Por dltimo se determin6
la densidad relativa de las bandas por medio de un analizador de imagenes
mediante el software Total Lab Control Center versiéon 1.0, tomando como
referencia la densidad en pixeles (un pixel es uno de miles de puntos que
forman una imagen generada por un equipo) de la banda producida por 50 mg

de proteina proveniente de tejido rico en GAP-43 (control positivo).

DISENO ESTADISTICO.

Para el analisis de los resultados cuantitativos se realiz6 estadistica descriptiva, se
calcularon promedios o medianas segtn fue el caso. Los resultados se sometieron a
un examen de normalidad que determind el tipo de prueba a utilizar, si la
distribucién de los valores presenté una distribucién normal se utilizé ANOVA; en
caso contrario si la distribucién no fue normal se utilizé una prueba no paramétrica
(Kruskal Wallis). Todos los procedimientos de anélisis estadistico se resolvieron a

través del paquete estadistico computarizado Prisma GraphPad version 3.03.

CONSIDERACIONES ETICAS

El presente trabajo tomo en cuenta para su ejecucion, los lineamientos establecidos
en el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacién de Salud
(titulo Séptimo: De la Investigacion que incluya la utilizacién de animales de
experimentacién) publicado en 1987, y la resolucién sobre el uso de animales en
investigacion, pruebas y educacion adoptadas por la Asociacion Americana para

los Avances de la Ciencia (1990).
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RESULTADOS

Histoquimica de tejido medular.

Al realizar el analisis de los cortes histologicos, en ninguno de los casos se observo
que los axones atravesaran el sitio de lesién y se proyectaran hacia el mufién
caudal. Sin embargo, un ntimero significativamente mayor (p= 0.025) de animales
tratados con CsA presentaron axones que se proyectan a partir del mufion

proximal hacia el caudal (el 70% de los animales tratados, Figura 7).
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FIGURA 7.- Porcentaje de ratas que presentaron crecimiento axonal a partir del
muiién proximal pero sin atravesar el sitio de lesion. * p= 0.025

Sin embargo, en todos los casos al llegar al centro de la lesion los axones se
desvian hacia el canal ependimario como se puede observar en la figura 8c. Por
otra parte, también se pudo observar que en algunos casos, parte de los axones que
regeneraron provenian de raices nerviosas y se introducian préacticamente hacia el
centro de la lesion (Figura 8a). En lo referente a los animales no tratados, pudimos
observar re-crecimiento real de axones en un porcentaje muy bajo (10%), y en
aquellos en los que lo hubo, éstos presentaban también una importante desviaciéon

hacia el centro de la lesion (Figura 8d). A pesar que no se realiz6 algun estudio
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morfométrico para evaluar objetivamente la preservacion del tejido neural, el
estudio histolégico nos permiti6 observar también que el tejido nervioso de los
animales tratados con CsA presenté una menor destruccién en comparacién con

los animales tratados con el vehiculo (Figura 8b).

- A Mufién distal
Mufién proximal

Mufién proximal
= Mufion distal

Mufién proximal ’

d

FIGURA 8.- Cortes longitudinales de medula espinal sometida a seccion
completa procesada con tincion de plata. a) y c) Corte histolégico representativo
del centro de lesion de médula espinal, de un animal tratado con CsA, (4X, y
10X respectivamente). Las flechas indican fibras provenientes de raiz dorsal y la
cabeza de flecha axones provenientes del muifién. b) y d) Corte histolégico
representativo del centro de lesion de medula espinal de un animal que recibi6

vehiculo (4X, y 10X respectivamente).
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Al realizar un acercamiento en el sitio de la lesion se pudo observar fragmentos de

tejido nervioso (en el grupo no tratado (Figura 9d).

Inmunoelectrotransfencia de tejido medular.

En la figura 9 podemos observar la cantidad relativa de GAP-43, determinada en
pixeles, que se expres6é en la zona lesionada de la médula espinal. La figura
muestra una mayor expresion de dicha molécula en los animales tratados con CsA,
demostrado por la mayor cantidad de pixeles (903 + 57), en comparacién con los no
tratados (664 + 186), sin embargo, dicha diferencia no alcanzé la significancia
estadistica (p= 0.14 ). En la figura 10 podemos observar una fotografia
representativa de las bandas reactivas para GAP-43 en ambos grupos estudiados
con un control positivo correspondiente a cerebro de rata neonato (cuyo PMa es

50kDa, Gamby et al. 1996).
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FIGURA 9. Grafica del analisis densitometrico de las bandas reactivas a GAP-43

en los grupos con LME.
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FIGURA 10. Inmunodeteccién, en nitrocelulosa, de GAP-43 en tejido medular de
los grupos experimentales. CsA, ciclosporina-A; V, Vehiculo; CN, cerebro de
neonato (control positivo).

Inmunofluorescencia del tejido medular.

Mediante inmunofluorescencia se identificaron los sitios en los que se estaba
expresando la molécula GAP-43 tanto en la porcién proximal como en la caudal
del epicentro de la lesiéon y en las porciones correspondientes de animales sin
lesion tratadas o no con CsA. En la figura 11 se muestran los testigos negativos: en
A el testigo sin el anticuerpo primario y en B un testigo con un anticuerpo
primario irrelevante (anti-cisticerco isotipo IgG) para el anticuerpo secundario
(anti-IgG2a). Como se puede observar no existi6 fluorescencia detectable en
ninguno de los casos.

En las figuras 11c y 11d se presentan los cortes de la parte proximal de los animales
sin lesion medular. En la materia gris, existe cierta inmunoreaccién a GAP-43 (IR-
GAP-43) en la region laminar X (alrededor del canal ependimario) y en la lamina
superficial (o capa de Waldeyer). Asi también se pudo observar IR-GAP-43 en
ciertas regiones de las laminas VIII y IX (nticleos motores). La inmunofluorescencia
que se present6 en la sustancia blanca de dichas figuras, solo se observo en el area
del haz dorsolateral (fasciculo de Lissauer). Por otra parte, las figuras 11e y 11f
(animales lesionados, tratados con vehiculo y CsA, respectivamente) mostraron
una distribucion mas homogénea de fluorescencia en el area delimitada por la

sustancia gris, aumentando en la regién X, disminuyendo ligeramente en la ldmina
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FIGURA 11. Inmunofluorescencia de los diferentes grupos experimentales,
porcion distal. A) Testigo sin anticuerpo primario, B) Testigo con un anticuerpo
primario irrelevante para el anticuerpo secundario, ¢) Laminectomia + Vehiculo,

d) Laminectomia + CsA, e) Lesién + Vehiculo y f) Lesién + CsA.

46



500 prm

FIGURA 12. Inmunofluorescencia de los diferentes grupos experimentales,
porciéon proximal. A) Testigo sin anticuerpo primario, B) Testigo con un
anticuerpo primario irrelevante para el anticuerpo secundario, ¢) Laminectomia

+ Vehiculo, d) Laminectomia + CsA, e) Lesién + Vehiculo y f) Lesién + CsA.
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superficial y, a diferencia de los animales sin lesién (Figuras 11c y 11d), aument¢ la
inmunofluorescencia en la regiéon laminar VII (ntcleo de Clarke). Asi también se
observo una disminucién en los nicleos motores. Respecto a la sustancia blanca, se
observé una importante IR-GAP-43 en el tracto corticoespinal y un aumento en la
region del funiculo dorsal (sistema propio espinal dorsal).

De manera similar a la parte proximal, los extremos distales de los animales sin
lesion (Figuras 12c y 12d), mostraron fluorescencia mas homogénea en la sustancia
gris de la ME, observandose un discreto aumento en la regién laminar X y en la
lamina superficial. Asi también se observaron nicleos motores en la regiéon laminar
VIII y IX. En la sustancia blanca de dichas figuras, se observé una escasa
fluorescencia en el tracto de Lissauer.

Respecto a los extremos distales de los animales lesionados tratados con vehiculo y
CsA (Figuras 12e y 12f, respectivamente), mostraron un ligero aumento de IRGAP-
43 en el 4rea delimitada por la sustancia gris, aumentando en la regién laminar X
(solo en la figura 12f) y disminuyendo tanto en la lamina superficial como en los
nucleos motores. Respecto a la sustancia blanca, se observé un aumento de IRGAP-
43 en la region del funiculo dorsal (sistema propio espinal dorsal).

Finalmente en la figura 13 se presenta una doble tincién (yoduro de propidio +
anti-GAP-43) de la region laminar VII donde se observé mayor IRGAP-43. Como
puede observarse algunas moléculas de GAP-43 co-localizan con varios cuerpos
neuronales pero ademas existe IRGAP-43 que no co-localiza con neuronas misma
que muy probablemente sea el resultado de la expresiéon de GAP-43 a nivel axonal

(ver Figura 13b y 13c).
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FIGURA 13. Inmunofluorescencia con doble tincién de tejido medular. A)
Tejido medular lesionado (4X). B) Magnificacién de la zona en recuadro fig. A,
region laminar VI - X. C) Magnificacién de la regién laminar VII, recuadro

fig.b. D) Control negativo a FITC.
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DISCUSION

La LME origina perdidas devastadoras en la funcién neurolégica por debajo del
nivel de lesién, afecta importantemente los diferentes sistemas de nuestro
organismo (sistema cardiovascular, respiratorio, endocrino, muscular entre otros).
Hasta hace poco, se demostré que si se proporciona un microambiente propicio
tanto extracelular como intracelular, se puede acelerar y mejorar el proceso de
regeneracion en el SNC. Esto puede realizarse estimulando al cuerpo neuronal
para que genere un estado de crecimiento intrinseco, provocando la expresion
concertada de genes asociados a regeneracion (GARs). Entre estos genes, la
expresion de GAP-43, se ha relacionado importantemente con los procesos
regenerativos en el SNC (Plunet et al, 2002). La CsA es un farmaco que por su
mecanismo de acciéon podria promover la actividad regeneradora de GAP-43.

En el presente trabajo se evidencié crecimiento axonal en los animales tratados con
CsA, sin embargo dichos axones no atravesaron la zona de lesion.

De acuerdo a los resultados obtenidos por Palladini y cols. (1996) en un estudio
previo demostraron re-crecimiento axonal después de una terapia por 30 dias con
CsA. En el presente trabajo utilizamos la misma terapia pero por un tiempo mucho
mas prolongado (3 meses), por lo que esperabamos observar una gran densidad de
axones atravesando el sitio de lesién en los animales tratados con CsA, sin
embargo esto no fue asi. En realidad gran parte de los axones que re-crecieron se
desviaron al llegar al epicentro de la lesién lo cual impidié una reconexién axonal.
Este fenémeno “repulsivo” pudo originarse por diversos factores
microambientales, entre ellos la presencia de moléculas repulsoras como Eph-B3
(receptor proteico para efrinas). En un estudio previo, Miranda y cols. (1999)
demostraron un incremento significativo de esta molécula repulsora después de
una LME y sugirieron que Eph-B3 podria ser uno de los factores que impiden la
regeneracion del SNC. Por otra parte, los axones también pudieron ser repelidos
por la cicatriz fibroglial que se forma después de la lesién, dicha cicatriz se ha

observado que funciona como una barrera fisica que impide el paso de los axones
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(Strittmatter et al, 2001). Después de una LME existe abundante depésito de
colagena tipo IV (Iseda et al., 2003), produccién de glucosaminoglicanos (Grimpe
et al.,, 2004) y un gran incremento en la replicacion astrocitica (Aldskogius, 2005).
Estos 3 factores participan importantemente como barrera fisica e impiden el paso
de los axones en crecimiento (Hermanns et al., 2001la). Varios estudios han
demostrado que al inhibir o degradar la cicatriz fibroglial, es posible hacer que los
axones en crecimiento pasen el sitio de lesiéon (Grimpe et al., 2004; Hermanns et al.,
2001b; Iseda et al., 2003; Stichel et al., 1999).

Cualquiera de los mecanismos antes mencionados o ambos pudieron
originar la desviacion de los axones y con ello impidieron la unién de fibras
nerviosas entre los mufiones opuestos (regeneracion funcional). Asi pues, aunque
las neuronas sean capaces de regular GARS, y en especial, de incrementar la
expresion de GAP-43 y los axones crezcan, no hay indicios de regeneracion
funcional debido muy probablemente a la existencia de estos dos factores
inhibitorios.

Respecto a la expresion y distribucion de GAP-43 en el tejido medular, se pudo
establecer que en condiciones normales (animales sin lesién y no tratados) GAP-43
se expres6 de manera similar a lo reportado por Curtis y cols. (Curtis et. al, 1993):
GAP-43 se expres6 mas importantemente en los cuernos dorsales de la médula
espinal, este patréon de expresion es consistente con la distribuciéon de fibras
aferentes primarias de pequefio calibre. Las terminales de las neuronas sensoriales
primarias muestran una distribucion laminar en la materia gris con fibras de fino
calibre, terminando en la ldmina superficial, justificando la expresiéon de GAP-43
en esa region. Asi también, el tracto de Lissauer contiene fibras aferentes primarias
de fino calibre. La presencia de fluorescencia a nivel de la lamina X, se debe a fibras
provenientes de neuronas sensoriales primarias y, probablemente al sistema
descendiente monoaminérgico (Curtis et. al, 1993; Williams, 1998). La IR-GAP-43
que se observo en el cordén ventral, comprende el grupo de neuronas motoras de

las laminas VIII y IX (Brook et. al, 1998).
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En los animales lesionados, la expresion de GAP-43 se incremento
importantemente. El aumento de IR-GAP-43 a nivel del funiculo posterior es
propiciado por la remodelacién sustancial en esa region. Posterior a la denervacién
en ese punto, los axones aferentes trigeminales invaden el funiculo dorsal
(Nacimiento et. al, 1995; Bregman et. al, 2002). En la region del tracto de Lissauer
solo se observo un ligero incremento en la IR-GAP-43. A diferencia del funiculo
dorsolateral, en la lamina superficial disminuye la IR-GAP-43 muy probablemente
debido a la denervacion de las fibras aferentes que se llevan a esa regién. Una
region importante en la sustancia gris con mayor IR-GAP-43 fue la correspondiente
a la lamina VII, o mejor conocida como ntucleo de Clarke, provocado muy
probablemente por la reaccion de las neuronas a la lesién. Otra regiéon que fue
inmunoreactiva, es la regiéon X. En este segmento medular, existen células del canal
ependimario, las cudles pueden activarse y diferenciarse cuando se dafa el tejido
medular (Takahashi et. al, 2003). La estirpe celular en la que se diferencian es la de
astrocitos reactivos, estas células tienen la capacidad de producir &cido
araquidonico, el cual tiene propiedades neurotrificas e incrementa la expresiéon de
GAP-43 (Granada et. al, 2003).

La expresiéon de GAP-43 fue muy similar en los animales tratados con CsA y
en los no tratados. Aunque los animales tratados con CsA presentaron
evidentemente un mayor crecimiento axonal, cuando se evalu6 la expresion de
GAP-43 en la zona de lesiéon por medio de inmunoelectrotransferencia (IET), no se
logré demostrar una diferencia significativa entre los 2 grupos lesionados. A pesar
de que los animales tratados con CsA presentaron un ligero incremento en la
expresion de GAP-43, éste no fue significativo con respecto a la expresion de esta
molécula en los animales lesionados no tratados. Este resultado aunado al
obtenido en este mismo trabajo en relacién al crecimiento axonal en los animales
tratados, nos sugiere que la CsA no incrementa la expresion de GAP-43 pero si
puede estar promoviendo la actividad de GAP-43 (forma fosforilada), es decir que

aunque las concentraciones de GAP-43 sean iguales en ambos grupos lesionados,
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la actividad regeneradora de dicha molécula est4 siendo permitida en mejor forma
en los animales tratados con CsA. Como se mencion6 antes, la CsA evita la acciéon
de la calcineurina sobre GAP-43 y con ello su defosforilacién. Al estar fosforilada
dicha molécula, se encuentra en su forma activa y con ello puede colaborar en los
procesos de regeneracion. En el presente trabajo evaluamos por IET la cantidad
relativa de GAP-43 mediante un anticuerpo que reconoce dicha molécula sin
distinguir si estd o no fosforilada, de tal manera que si la CsA no es capaz de
incrementar la expresion de GAP-43, se podria esperar encontrar concentraciones
muy similares entre los animales lesionados tratados o no con CsA. Por tanto, la
regeneracion observada en los animales tratados puede deberse a un incremento
en las moléculas de GAP-43 fosforiladas (activas) como consecuencia del
tratamiento con CsA. Esto deberd comprobarse posteriormente evaluando
especificamente los niveles de GAP-43 fosforilado con un anticuerpo especifico.

En el presente trabajo no se logré6 demostrar la inducciéon de una regeneracién
funcional, es decir que los axones atravesaran el sitio de lesion y se reconectaran
con los del mufién opuesto, es por ello que nuestros resultados no apoyan los
obtenidos por Palladini y cols. Dichos autores reportaron un importante
crecimiento axonal que atravesaba la zona de lesién y que permitia una reconexion
axonal entre ambos mufiones e incluso permitia una importante recuperacion
motora de animales sometidos a una seccién completa de la médula espinal y
tratados con CsA. La secciéon completa de la médula espinal es un modelo que, de
no tenerse el cuidado y el entrenamiento suficiente para realizarlo, puede dar
lugar a falsas interpretaciones. Aunque este modelo de seccién esta disefiado para
seccionar todos los axones, algunas fibras pueden ser estiradas y desplazadas pero
permanecen intactas (Steward et al., 2003) mas aun si se realiza el corte sin incluir
las meninges. Por lo general en los extremos de las meninges pueden quedar no
solo axones sino incluso tractos remanentes. Este fendmeno puede llevar a
promover una importante recuperacion motora y confundir un axén que no fue

cortado con uno que esta regenerando. En el estudio de Palladini la seccién se
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realiz6 con una navaja de bisturi y sin incluir las meninges, lo que pudo muy
probablemente ocasionar que algunos axones quedaran sin ser cortados. Esta
pudiera ser una posible explicaciéon del porque sus animales presentaron una
recuperacion importante. En nuestro trabajo la seccién se realiz6 con microtijeras y
las meninges fueron incluidas en el corte, ademds para asegurarnos de haber
cortado todos los axones, antes de la secciéon pasamos por debajo de la médula una
sutura muy delgada misma que después del corte hicimos pasar a través de los dos
mufiones para verificar la ausencia de axones remanentes. Todo este
procedimiento se realizé con el cuidado suficiente para evitar un mayor dafio al
tejido. Esto podria explicar de alguna forma los resultados diferentes obtenidos en
ambos trabajos. En nuestro grupo de investigacion se han realizado otros estudios
para evaluar el efecto neuroregenerador de la CsA después de una LME, se han
analizado los potenciales evocados medulares (Herndandez y cols. 2005), la
recuperacion motora (Hernandez y cols. 2005; Buenrostro y cols. 2005) y la
regeneracion de vias especificas (Buenrostro y cols. 2005) como la corticoespinal
de animales tratados con CsA y en ninguno de los casos hemos logrado demostrar
regeneracion funcional. Es muy probable que la terapia con CsA tenga que
combinarse con otra que inhiba o degrade la formacién de la cicatriz fibroglial o
que neutralice las moléculas repulsoras que se generan después la LME para que
los axones en crecimiento logren atravesar la zona de lesion y asi establezcan las
conexiones necesarias para promover una recuperacién funcional. Con el presente
trabajo se demuestra que la CsA es capaz de inducir regeneraciéon axonal, sin
embargo los axones en re-crecimiento no logran atravesar el sitio de lesion.
Ademas se comprob6 que la CsA no incrementa la expresion de GAP-43 en el sitio

de lesion.
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CONCLUSIONES

1.- La administracién de CsA en animales con secciéon completa de ME favorece la

regeneracion axonal, pero no la regeneracion funcional.

2- La administraciéon de CsA en animales con secciéon completa de ME no

incrementa la expresion de GAP-43 en la zona de lesion.

PERSPECTIVAS

1.- Debera evaluarse el efecto de CsA sobre la expresion de GAP-43 con un
numero de animales suficientes mediante IET, en funcién a la variabilidad

encontrada.

2.- Debera determinarse los niveles de GAP-43 mediante una técnica de
cuantificacion mas sensible, como ELISA (Ensayo inmunoenzimatico ligado a

enzima).

3.- Deberd evaluarse el efecto que tiene CsA sobre los niveles de GAP-43

fosforilada.

4.- Debera evaluarse el efecto de CsA sobre la regeneraciéon axonal,
complementado con una terapia que inhiba o degrade la formacién de la cicatriz
fibroglial o que neutralice las moléculas repulsoras que se generan después de una

LME.

55



APENDICES

Apéndice A: Material.

Lesién de medula espinal

Mango de bisturi.

Hoja de bisturi.

Pinzas AA.

Pinzas Aa.

Pinzas de diente de ratén.
Tijeras.

Tijeras de microcirugia.
Gubia.

Ganchos de microcirugia.

Histoquimica

Vasos de precipitado 250 mL (Pirex).
Matraz Erlenmeyer250 mL (Pirex).
Recipientes de vidrio de 250 mL (Pirex).
Portaldminas metalico.

Cubreobjetos (Corning).

Tinta China.

Papel poroso (China).

Molde metilico.

Laminillas de vidrio (Corning).

Vasos de Coplin.

Pipeta Pasteur (Corning).

Pipeta volumen variable de 50 puL, 200 pL y 1 mL (Gilson).
Tubos cénicos de 15 y 50 mL (Corning).
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Papel aluminio.

Inmunofluorescencia

Pipeta volumen variable de 50 pL, 100 pL y 1 mL (Gilson).
Laminillas de vidrio esmeriladas (Corning).
Cubreobjetos (Corning).

Portaldminas de metal.

Pipeta Pasteur (Corning).

Pinzas metdlicas.

Pinzas AA.

Lapiz punta de diamante.

Vaso de precipitado de 50 mL y 125 mL (Pirex).
Hoja de bisturi.

Matraz Erlenmeyer250 mL (Pirex).

Pipeta graduada 10 mL (Pirex).

Recipiente de vidrio 500mL (Pirex).

Vaso de Coplin.

Tubos conicos de 15 y 50 mL (Costar).

Puntas para micropipeta.

Papel aluminio.

Inmunoelectrotransferencia.
Hoja de bisturi.

Pinzas AA.

Pinzas Aa.

Gubia.

Tijeras.

Tubos eppendorf (1ImL).
Tripie.
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Vaso de precipitado de 100 mL y 500 mL (Pirex).
Mechero Fisher.

Tela de asbesto.

Pipeta volumen variable 50uL, 200uL y ImL (Gilson).
Pipeta graduada 25 mL (Pirex).

Pipetas Pasteur (Corning).

Matraz volumétrico 100mL y de 1 L (Pirex).
Frascos &mbar.

Espatula.

Puntas.

Tubos de ensaye 15X100 (Kimax).

Placas de vidrio para electroforesis (BioRad).
Peine para formar pozos (BioRad).

Jeringas Hamilton 100 pL.

Cajas de Petri (Kimax).

Vidrio de reloj.

Guantes de latex (Ambiderm).

Fibra Scotch.

Papel filtro.

Agitador magnético

Antirefrigerante.

Membranas de nitrocelulosa.

Hule cristal.

Embudo de separacion.

Soporte universal.

Anillo de acero.
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Apéndice B: Equipos.

Lesion de médula espinal.

Microscopio quirargico.

Histoquimica.

Bomba peristaltica (Masterflex).
Estufa (Lab-Line).

Criostato (Leite, American Optical).
Refrigerador (Toledo).

Microscopio 6ptico (Karl Zeiss).

Inmunofluorescencia.

Bomba peristaltica (Masterflex).
Potenciémetro (Basic).

Criostato (Leite, American Optical).
Refrigerador (Toledo).

Agitador (Shaker Orbital).

Microscopio confocal.

Inmunoelectrotransferencia.

Potenciémetro (ICA-Combimag RCT)

Bomba peristaltica (Masterflex).

Sonicador (Fisher).

Microcentrifuga para tubos Eppendorf (BioRad).
Espectrofotémetro (Perkin Elmer).

Cémara para electroforesis (BioRad).

Fuente de poder (BioRad).

Cémara para inmunoelectrotransferencia (BioRad).
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Agitador magnético.
Incubador (Shaker Orbital).

Densitémetro (Software Total Lab Control Center version 1).
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Apéndice C: Reactivos.

Lesién de médula espinal.
Clorhidrato de Xilacina.

Isodine.
Ketamina.

Solucién salina estéril (ICN).

Histoquimica.

Heparina (SSA).

Paraformaldehido (Sigma).

Glucosa (Sigma).

Hidréxido de sodio (Sigma).

Acido clorhidrico (J. T. Baker).

Poli-L-Lisina (sol. Concentrada 0.01%, Sigma),
Solucién salina isoténica (Solaria).

Alcohol etilico al 100%, 95%, 80%, 70% y 50% (J. T. Baker).
Xilol (J.T. Baker).

Parafina.

Nitrato de Plata (, Sigma).

Nitrato de Plata amoniacal.

Agua destilada (Solaria).

Bisulfito de sodio (Laboratorios laitz)

Resina.

Solucién de referencia pH 4 (Merck).

Solucién de referencia pH 7(Merck).

Inmunofluorescencia.

Paraformaldehido (Sigma).
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Sacarosa (Sigma).

Acido clorhidrico (J.T. Baker).

Hidroxido de sodio (Sigma).

Tissue Teck (Iacsa, USA).

Grenetina.

Sulfato Crémico de potasio (Merck).
Fosfato monobasico de Sodio (Merck).
Fosfato dibasico de Sodio (Merck).
Anti-GAP-43 de cabra (Zymed, CA).

Anti IgG de raton (Zymed, CA).

Tween 20 (Sigma).

Leche descremada.

Suero fetal bovino libre de dcido (Hyclone).
Yoduro de propidio (Sigma).

Agua bidestilada (Solaria).

Solucién salina isoténica (Solaria).

Medio de montaje (Vecta Shield; Vector, Alemania, Ingold Road Burlingame; Ca
94010).

Solucién de referencia pH 4 (Merck).
Solucién de referencia pH 7 (Merck).

Inmunoelectrotransferencia.
EDTA (Sigma).

TRIS-HCI (BioRad).

SDS (BioRad).

Agua bidestilada.

Reactivo de Bradford (BioRad).
Glicerol (Sigma).

Fosfato monobasico de Sodio (Sigma).
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Fosfato dibasico de Sodio (Sigma).
Leche descremada.

Tween 20 (Sigma).

Azul de bromofenol (Sigma).
B-mercaptoetanol (Sigma).
Poliacrilamida (BioRad).

Bisacrilamida (BioRad)

Persulfato de amonio (Sigma).

TEMED (BioRad).

Glicina (Sigma).

TRIS base (Sigma).

Marcadores de peso molecular (Sigma).
Metanol (Laboratorios Monterrey).
4-Clorol-Naftol (Merck).

Peréxido de hidrégeno (Laboratorios Monterrey).
Solucién de referencia pH 4 (Merck).

Solucién de referencia pH 7 (Merck).
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Apéndice D: Preparacion de soluciones.

Histoquimica.
SOLUCION SALINA DE FOSFATOS (PBS).
Medir 800 mL de agua destilada.Agregar 100 mL de *PB 10x y 8.75g de NaCl.

Disolver las sales y ajustar el pH a 7.2.Aforar a 1L con agua bidestilada.
*PB 10x 2.62 g de fosfato s6dico monobésico monohidratado (NaH2PO4*H20) +
11.5g de fosfato de sodio dibasico anhidro. Disolver en 200 mL de agua bidestilada

(calentar un poco hasta disolver los cristales) y aforar a 1L con agua bidestilada.

SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIO 1M.
Disolver en 50 mL de agua bidestilada 4 g de hidréxido de sodio (NaOH). Llevar a

100 mL. Trasvasar a un matraz aforado de 100 mL y llevar hasta la marca.

SOLUCION DE PARAFORMALDEHIDO AL 4%.
Adicionar a un matraz Erlenmeyerde 1L 200 mL de agua bidestilada. Calentar a

37°C. Adicionar 20 g de paraformaldehido y 25 g de glucosa. Adicionar 50 mL de
PB 10x. Adicionar lentamente gotas de solucién de hidréxido de sodio 1M hasta
aclarar la solucién. Dejar enfriar. Ajustar el pH a 7.2. Llevar a 500 mL. Filtrar y

enfriar a 4°C.

SOLUCION DE POLI-L-LISINA.
En un vaso de precipitado, adicionar 10 mL de solucién de poli-L-Lisina a 90 mL

de agua bidestilada.

SOLUCION DE NITRATO DE PLATA 20%.
Se pesan 20 g de nitrato de plata (AgNOs) y se disuelven en 50 mL de agua

desionizada. Una vez homogenizada la solucion, se lleva a un volumen de 100 mL.

SOLUCION DE NITRATO DE PLATA AMONIACAL - FORMALINA.
Se miden 100 mL de soluciéon de nitrato de plata al 20% y se colocan en un vaso

precipitato de 250 mL. Se adicionan gotas de cloruro de amonio (NH4Cl)
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concentrado lentamente y en agitacion constante hasta que se observe que la

soluciéon quede transparente.

SOLUCION DE TIOSULFATO DE SODIO 5%.
Se pesan 5 g de tiosulfato de sodio y se disuelven en 50 mL de agua desionizada.

Una vez disuelto, se lleva a 100 mL.

Inmunofluorescencia.

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS (PBS).
Medir 800 mL de agua destilada. Agregar 100 mL de *PB 10x y 8.75 g de NaClL.

Disolver las sales y ajustar el pH a 7.2. Aforar a 1L con agua bidestilada.
*PB 10x 2.62 g de fosfato s6dico monobésico monohidratado (NaH2PO4*H20) +
11.5g de fosfato de sodio dibasico anhidro. Disolver en 200 mL de agua bidestilada

(calentar un poco hasta disolver los cristales) y aforar a 1L con agua bidestilada.

SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIO 1M.
Disolver en 50 mL de agua bidestilada 4 g de hidréxido de sodio (NaOH). Llevar a

100 mL. Trasvasar a un matraz aforado de 100 mL y llevar hasta la marca.

SOLUCION DE PARAFORMALDEHIDO AL 4%.
Adicionar a un matraz Erlenmeyerde 1L 200 mL de agua bidestilada. Calentar a

37°C. Adicionar 20 g de paraformaldehido y 25 g de glucosa. Adicionar 50 mL de
PB 10x. Adicionar lentamente gotas de solucién de hidréxido de sodio 1M hasta
aclarar la solucién. Dejar enfriar. Ajustar el pH a 7.2. Llevar a 500 mL. Filtrar y

enfriar a 4°C.

SOLUCION DE SACAROSA 30%.
Se pesan 30 g de sacarosa y se disuelven en 50 mL de agua bidestilada en un vaso

de precipitado. Una vez disuelta completamente la sacarosa, se adiciona agua

hasta 100 mL.
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SOLUCION DE GELATINA 0.5%.
En un vaso de precipitado calentar a 60°C 600 mL de agua bidestilada. Adicionar 4

g de grenetina y esperar a que se disuelva completamente. Posteriormente
adicionar 0.4 g de sulfato de cromo y potasio (KCrSO4). Llevar a 800 mL. Dejar

enfriar y mantener en refrigeracion protegida de la luz.

SOLUCION DE BLOQUEO.
En 50 ml de amortiguador de fosfatos, diluir 50 mL de Tween 20. Posteriormente,

disolver 5 g de leche descremada. Llevar el volumen hasta 100 mL y mezclar hasta

obtener una suspensién homogénea.

SOLUCION ANTI-GAP-43 2.5 pg/mL.
Diluir con solucién de bloqueo 1, 5 pL del vial original del anticuerpo por cada mL

de solucién a utilizar.

SOLUCION ANTICUERPO DE CABRA ANTI-IgG DE RATON ACOPLADO A
FICT 1:100.

Diluir con solucién de bloqueo 1, 15 puL del vial original del anticuerpo secundario

por cada mL de solucién a utilizar.

SOLUCION PBS-TWEEN 20 AL 0.05%.
Por cada 100 mL de PBS pH 7.2 adicionar 50 mL de Tween 20. Agitar suavemente

hasta que se diluya éste altimo por completo.

SOLUCION DE YODURO DE PROPIDIO 1:500.
Se realiza una solucion madre disolviendo 1 g del compuesto en 1 mL de agua

bidestilada. Se toman 2 pL de la solucién madre y se llevan hasta ImL con solucién
PBS-Tween 20 al 0.05%. Realizar el proceso de preparacion de esta solucién en

campana de flujo laminar.
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Inmunoelectrotransferencia.

SOLUCION DE LISIS.

En un vaso de precipitado de 100 mL, adicionar 25 mL de agua bidestilada. Pesar
290 mg de cloruro de sodio (NaCl), 78.8 mg de TRIS-HCl y 18.6 mg de EDTA.

Disolver cada una de las especies quimicas y llevar a 100 mL.

SOLUCION SDS AL 10%.
Pesar 10 g de SDS (Dodecil sulfato de sodio) y aforar a 100 mL con agua

bidestilada. Distribuir en frascos y mantenerlos a 4°C hasta su uso.

SOLUCION DE ACIDO CLORHIDRICO HCI 1N.
En un vaso de precipitado de 100 mL, adicionar 60 mL de agua bidestilada. Medir

83 mL de HCl y adicionar al agua lentamente por las paredes del vaso de

precipitado. Agitar y aforar hasta la marca.

SOLUCION DE ACIDO CLORHIDRICO HCI 6N.
En un vaso de precipitado de 100 mL, adicionar 40 mL de agua bidestilada. Medir

504 mL de HCl y adicionar al agua lentamente por las paredes del vaso de

precipitado. Agitar y aforar hasta la marca.

AMORTIGUADOR TRIS-HC1 0.5 M pH 6.8
En un vaso de precipitado de 100 mL con 60 mL de agua bidestilada, adicionar 6g

de TRIS base. Disolver completamente y ajustar con sol HCI 1IN hasta pH 6.8.

Trasvasar el contenido a un matraz volumétrico de 100 mL y aforar.

SOLUCION DE DIGESTION.
En un vaso de precipitado de 50 mL, adicionar 4 mL de agua bidestilada.

Posteriormente adicionar 1 mL de buffer TRIS-HCI 0.5M pH 6.8. A continuacion
diluir 0.8 mL de glicerol, 1.6 mL de solucién SDS 10%, 0.4 mL de B-mercaptoetanol,

y por ultimo, disolver una pizca de azul de bromofenol.
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BUFFER TRIS-HCI 2 M pH 8.8
Dissolver 24.22 g de TRIS-Base (Hidroximetil aminometano Trizma-base) en 85 mL

de agua bidestilada. Ajustar el pH poco a poco con HCl 6N hasta que se alcance un

pH de 8.8. Aforar a 100 mL con agua bidestilada. Guardar a 4°C.

SOLUCION ACRILAMIDA 30% BIS-ACRILAMIDA 0.8%.
Pesar 29.2 g de archilamida (99.9% de pureza) mas 0.8 g de bis-acrilamida. Disolver

en agua bidestilada y aforar a 100 mL. Filtrar con papel Whatman 1. Guardar en

frasco color ambar a 4°C.

SOLUCION PERSULFATO DE AMONIO 10%.
Pesar 1 g de persulfato de amonio y disolver en 10 mL de agua bidestilada.

GEL SEPARADOR 12%.
En un vaso de precipitado, adicionar 3.35 mL de agua bidestilada, 2.5 mL de TRIS-

HCl 2M pH 8.8, 100 pL de SDS 10%, 4 mL de solucién archilamida 30%, bis-
acrilamida 0.8% y 50 pL de solucién persulfato de amonio 10%. Homogenizar la
soluciéon resultante. Adicionar por ultimo 5 pL de TEMED, homogenizar

rapidamente, y verter en las placas de vidrio para formar el gel separador.

GEL CONCENTRADOR 5%.
En un vaso de precipitado, adicionar 3.05 mL de agua bidestilada, 1.25 mL de

TRIS-HCI 2M pH 8.8, 50 pL de SDS 10%, 650 pL de solucién acrilamida 30%, bis-
acrilamida 0.8% y 25 pL de solucién persulfato de amonio 10%. Homogenizar la
soluciéon resultante. Adicionar por ultimo 5 pL de TEMED, homogenizar

rapidamente, y verter en las placas de vidrio para formar el gel concentrador.

BUFFER DE CORRIDA
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Medir 120 mL de buffer de corrida 5* y diluir con 300 mL de agua bidestilada.
Homogenizar completamente y llevar a un volumen de 600 mL con agua
bidestilada.

*Buffer de corrida 5*: Pesar 43.2 g de glicina, 9.0 g de TRIS base y 3.0 g de SDS.
Disolver cada una de las especies quimicas en 200mL de agua bidestilada.

Homogenizar y llevar hasta un volumen de 600 mL.

BUFFER DE TRANSFERENCIA.
Medir 125 mL de buffer de transferencia 8X* pH 8.3 y adicionar 200 mL de

metanol. Homogenizar hasta obtener una solucién clara. Aforar hasta 1 L con agua
bidestilada.

*Buffer de transferencia 8X: Pesar 48.45g de TRIS base, 230.615 g de glicina y
disolver cada especie quimica en 800 mL de agua bidestilada. Homogenizar

completamente y aforar hasta 2 L.

SOLUCION DE BLOQUEO.
En 50 ml de amortiguador de fosfatos, diluir 50 mL de Tween 20. Posteriormente,

disolver 5 g de leche descremada. Llevar el volumen hasta 100 mL y mezclar hasta

obtener una suspensién homogénea.

SOLUCION ANTI-GAP-43 1.0ug/mL.
Diluir 20 pL del vial original del anticuerpo con 20 mL de solucién de bloqueo a

utilizar.

SOLUCION PBS-TWEEN 20 AL 0.05%.
Por cada 100 mL de PBS pH 7.2 adicionar 50 mL de Tween 20. Agitar suavemente

hasta que se diluya éste altimo por completo.

SOLUCION DE ANTICUERPO DE CABRA ANTI-IgG DE RATON-PEROXIDASA
1:200.
Diluir 100 pL del vial original del anticuerpo secundario con 20 mL de solucién

PBS-Tween 20 al 0.05%. Mezclar suavemente hasta lograr una homogenizaciéon

completa.
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SOLUCION REVELADORA
En un recipiente disolver en 2 mL de metanol, 6mg de 4-Cloro-1-Naftol. Esta

solucion adicionarla lentamente en 10 mL de amortiguador de fosfatos, evitando

que se forme precipitado.
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GLOSARIO

Lesion de Médula Espinal.

Médula espinal.

Proteina asociada al crecimiento.

Ciclosporina A.

Inmunoelectrotransferencia.

Factor de Crecimiento Nervioso.

Sistema Nervioso Periférico.

Sistema Nervioso Central.

Sistema Nervioso Somatico.

Sistema Nervioso Autonomo.

Aminoacidos Exitatorios.

Factor neurotréfico derivado del cerebro (del ingles brain-derived
neurotrophic factor).

Neurotrofina 4/5.

Neurotrofina 3

Factor de crecimiento nervioso (del ingles nervous growth factor).
Adenilato mono fosfato ciclico.

Glicoproteina asociada a la mielina (del ingles myelin associated
Glycoprotein.

Calcineurina.

Calmodulina.

Factor citoplasmico de transcripcion nuclear de células T
Interleucina 2.

Ciclofilina A.

Gastrointestinal.

Proteina asociada al crecimiento 43 (del ingles growth associated
protein 43).

Acido ribonucleico mensajero.
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Proteina cinasa C.

Caseina cinasa II.

Isotiocianato de fluoresceina (del ingles fluorescein isothiocyanate)
Dodecil sulfato de sodio.

Inmunoreaccion a GAP-43.

Genes asociados a regeneracion.

Receptor protéico para efrinas.

Peso molecular aparente.
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