UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

DOBLE INMUNIZACION Y / O ADMINISTRACION DE GLUTATION
MONOETIL ESTER PARA MEJORAR EL EFECTO NEUROPROTECTOR
OBTENIDO CON EL PEPTIDO NEURAL MODIFICADO A91.

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS
PRESENTA
SILVIA SUSANA MARTINON GUTIERREZ

TUTOR:

JOSE JUAN ANTONIO IBARRA ARIAS
COMITE TUTORAL:
GABRIEL GUIZAR SAHAGUN
MARIA DOLORES CORREA BELTRAN

MEXICO 2006.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A Dios.

A Juan Armando, mi amado esposo, porque con su amor, su ternura y
su paciencia me impulsa dia a dia a seguir adelante, y ser una mujer integra y

una profesional comprometida con la sociedad en que vivimos.

A mis padres, Silvia y Gabriel, quienes han llenado mi vida de carifio y

alegria y con sus consejos me han dirigido hasta aqui.

A la memoria de mi abuelita Leonor Lopez Arrieta f, quien con amor y un
exquisito sentido del humor me ensefio el valor que tienen el trabajo y la

honestidad.

II



AGRADECIMIENTOS:

Al Dr. José Juan Antonio Ibarra Arias, por confiar en mi para llevar a
cabo este proyecto.

A los miembros del H. Comité Tutoral, por su apoyo y recomendaciones.

A los miembros del H. Jurado, por su tiempo.

A las siguientes instituciones: Universidad Nacional Autonoma de
México, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Instituto Mexicano del
Seguro Social, CONACYT ( ), Proyecto Camina A. C., Fundacién Alberto y
Dolores Andrade A. C.

A todas aquellas personas que colaboraron para la realizacion de esta
tesis: Dr. Rodolfo Paredes, Dra. Lilia Roberts, Mtra. en C. Patricia Rojo, Lic. en
C. Sonia Serena Martifion Gutiérrez.

A mis companeros: Isabel Gonzalez, Elisa Garcia, Rafael Reyes, Maribel
Buenrostro, Judith Villegas, Héctor Avendanio y Elizabeth Diaz.

A los sefores Guillermo Gonzalez y su esposa Gude, Fidel Lopez, Luis

Gonzalez y Laura Baldwin.

I



RESUMEN

Después de una lesion en la médula espinal parte de la terapéutica
debera dirigirse a proteger el tejido neural sano adyacente al sitio de lesion. La
estimulacién de una respuesta inmune contra constituyentes del sistema
nervioso central denominada “autorreactividad protectora” es una estrategia
promisoria. En el presente trabajo se estimul6 dicha respuesta mediante la
inmunizacion con el péptido neural modificado A91 y se combindé con la
administracion de glutation monoetil ester (GSH-MEE), un tripéptido con
caracteristicas antioxidantes e inmunoestimulantes. Se realizaron tres
experimentos utilizando ratas Sprague Dawley. En el primero, se evalud la
eficacia neuroprotectora de dicha combinacion inmunizando una sola vez con
A91. Los resultados mostraron que la combinaciéon origind una mejor
recuperacién motora, sobrevida de neuronas del nucleo rojo y preservacion de
axones mielinizados en el epicentro de la lesion. Estudios in vitro demostraron
un incremento en la proliferacion de linfocitos T anti-A91 en animales tratados
con la combinacién. Intentando estimular en forma mas intensa la respuesta
autoinmune protectora, en el segundo experimento se utiliz6 una doble
inmunizacion (DI) con A91 mas la administracion de GSH-MEE. En este caso
la doble inmunizacién inhibié el efecto benéfico de A91. Los estudios in vitro
mostraron inhibicion significativa de la proliferacion de linfocitos T anti-A91. En
el tercer experimento se demostré la inhibicion del efecto benéfico en los
animales con DI en comparacion con aquellos tratados con inmunizacién
simple. Mientras GSH-MEE potencia el efecto neuroprotector de A91 la DI lo
inhibe.

Palabras clave: Neuroproteccion, lesién traumatica de médula espinal,
autorreactividad protectora, A91, glutation monoetil ester.
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ABSTRACT

After spinal cord injury one part of the treatment will be protect the healthy
tissue around the injury. The stimulation of immunity with modificate self
peptides is a new and promissory strategy called “protective autoimmunity”. In
this work was stimulated the protective autoimmunity with the neural
modificated peptide A91 and was combinated with monoethil esther glutation,
which is a tripeptide with antioxidant and immunostimulant characteristics.
Three experiments was do it using Sprague Dawley rats. In the first experiment,
the neuroprotective efficacy from the combination of monoethil esther glutation
with one application of A91 was showed. The results show better locomotion,
more neurons live in the red nucleus and bigger number of mielinizated axons.
In vitro was demonstrate increment on the proliferation of T cells anti-A91 in
animals with the combination treatment. Try to offer a bigger stimulation of the
protective autoimmunity response, in the second experiment was used double
immunization with A91 in combination of monoethil esther glutation, but the
benefic effect watched in the first experiment was inhibited in this case. In vitro,
could be observed the significative inhibition on the proliferation of T cells anti-
A91. In the third experiment was demonstrated the inhibition of neuroprotection
in animals with double immunization with A91 against the simple immunization.
In conclusion the combination of one immunization with A91 plus monoethil
esther glutation produce better neuroprotection, and the double immunization
with A91 produce inhibition from the neuroprotection.

Key words: Neuroprotection, spinal cord injury, protective autoimmunity,
monoethil esther glutation.
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ANTECEDENTES

INTRODUCCION

La lesion traumatica de la médula espinal es considerada como un
problema serio de salud publica, pues afecta tanto a pacientes como a familiares y
amigos. Este padecimiento tiene repercusiones tanto emocionales como
econdmicas pues los tratamientos son costosos y necesitan de recursos
tecnolégicos varios, ademas que el paciente ve limitada su capacidad para
reintegrarse a su vida social y econémica previa. En la actualidad, la lesion de la
médula espinal es una de las causas de mortalidad mas importantes, y posee una
alta morbilidad, observandose un total de 28 a 55 millones de personas que son
afectadas al ano a nivel mundial. Las causas mas comunes de lesion son
generalmente por arma blanca y de fuego, accidentes automovilisticos e
industriales y por accidentes deportivos. (Go, 1995). En un reporte emitido por el
Hospital de Traumatologia Magdalena de las Salinas de la Ciudad de México se

cuantificaron 529 casos en un periodo de cinco afios. (Romero, 1991)

La lesion traumatica de médula espinal (LTME), ocasiona alteraciones
estructurales y funcionales y ha sido catalogada como una enfermedad
catastrofica, debido a las secuelas que se producen sobre las funciones

neurolégicas, mismas que son el resultado de una serie de alteraciones



funcionales a nivel neural, que pueden ser desde el bloqueo transitorio de la
conduccion eléctrica, hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado de
lesion (Schwab, 1996; Balentine, 1983). La incidencia de morbilidad y mortalidad
sigue siendo considerablemente elevada, aun en los centros de atencion

especializados en este tipo de lesién (Bedbrook, 1987; Stover, 1987)

Los tratamientos para estos pacientes hasta antes de la Segunda Guerra
Mundial estaban encaminados a la estabilizacion de la columna vertebral, sin
considerar la lesion neurolégica, afortunadamente la tendencia actual es ofrecer
tratamientos que protejan el tejido que no resultdé dafiado con la lesion primaria,
pero que por encontrarse adyacente es susceptible a sufrir degeneracién
secundaria. Ademas se buscan procedimientos terapéuticos que ofrezcan las

condiciones necesarias para que el tejido regenere.

En el presente trabajo se evalua una estrategia innovadora, que consiste en
la estimulacion del sistema inmune mediante un péptido neural derivado de la
proteina basica de la mielina que ha sido modificado en su secuencia de
aminoacidos, llamado A91, para generar una respuesta conocida como
“autorreactividad protectora”, pues los linfocitos T responden de una manera
especial ofreciendo neuroproteccion al tejido. Se le empleé en combinacién con
una alternativa terapéutica que ofrece proteccion al tejido involucrado en una
LTME, y consiste en la utilizaciéon de glutation en su forma reducida, que es un
agente que posee caracteristicas antioxidantes, ademas de ser una molécula

indispensable en gran cantidad de procesos metabdlicos celulares, como la



fosforilacion oxidativa, la replicacion, diferenciacion y maduracion de células,
incluyendo las del sistema inmune; es también un agente antitoxinas y funciona

como cofactor enzimatico (Kidd, 1997).

Este trabajo se realizé porque es una combinacion que no ha sido utilizada
con anterioridad, y existen reportes de que tanto glutation como el A91 aplicados
de manera individual ofrecen neuroproteccion al tejido neural. (Santoscoy, 2002;

Hauben, 2001)



ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA MEDULA ESPINAL.

La médula espinal es parte integral del sistema nervioso central (SNC). Es
la responsable de la transmision ascendente, asi como del control de los reflejos y
locomocion bajo ciertas circunstancias. Se encuentra protegida por los huesos de
la columna vertebral, ubicandose en el interior del canal medular o conducto
raquideo. De ella se desprenden 30 pares de nervios medulares: 8 cervicales (C),
12 toracicos (T), 5 lumbares (L) y 5 sacros (S)(Snell, 2000; Romero, 1991;
Decroor, 1993). En el individuo adulto mide de 42 a 45 cm. y algunas fibras se
prolongan hacia la region caudal formando una estructura conocida como cola de

caballo. (Lépez, 1980)

La médula espinal se encuentra notablemente aplanada en sentido antero
posterior formando engrosamientos fusiformes, el mayor es el cervical que se
encuentra desde C3 hasta T2, el siguiente se localiza a nivel lumbar desde L1
hasta S3. Termina en el filum terminale, que avanza por en medio de la cauda
equina hasta unirse al periostio del dorso del coccix. La cauda equina esta
formada por las raices dorsales y ventrales correspondientes a los segmentos
lumbares, sacro y coccigeo que corren verticalmente bajo el cono medular

(Snell,2000; Stephen,1963; Letarjet, 1999)

La médula espinal, estad envuelta por las meninges: duramadre, aracnoides

y piamadre:



La duramadre es la membrana mas externa, es una hoja densa, fuerte y
fiborosa que envuelve a la médula espinal y la cauda equina. Se encuentra
separada de las paredes del canal ventral por el espacio epidural el cual es

ocupado por tejido conjuntivo.

La aracnoides es una membrana delgada e impermeable que recubre
totalmente a la médula espinal, se encuentra entre la piamadre (mas profunda) y
la duramadre (mas superficial). Esta separada de la duramadre por el espacio
subdural que contiene una pelicula delgada de liquido tisular y se separa de la

piamadre por el espacio subaracnoideo el cual se llena de liquido cerebroespinal.

La piamadre es una capa delgada de tipo vascular que adosa a la médula
espinal. De esta parte corren extensiones membranosas las cuales se insertan en
la duramadre y la aracnoides llamados ligamentos dentados, los cuales facilitan la

suspension de la médula espinal justo en medio del saco dural.

En la parte central de la médula se localiza un pequefio conducto que
corresponde a lo que queda de la cavidad del tubo neural, cavidad que se abre a
partir del cuarto ventriculo en su extremo superior y que termina en el conducto
central del filum terminale. Se encuentra irrigada por tres arterias que corren
longitudinalmente a todo lo largo, desde el extremo cefélico de la médula cervical,
hasta el filum terminale. Estas arterias son: A) arterias espinales posteriores, que
son ramas directas e indirectas de las arterias vertebrales las cuales se proyectan
al lado de la médula espinal, cerca de las inserciones de las raices espinales

posteriores. B) Las arterias espinales anteriores, que son ramas de arterias



vertebrales que se unen para formar una sola arteria que corre dentro de la fisura
medial anterior. C) Las arterias espinales anteriores y posteriores refuerzan
mediante arterias radiculares, las cuales entran en el conducto vertebral a través
de agujeros intervertebrales. El sistema venoso estd formado por dos grandes
plexos: plexos vertebrales externo e interno, formando anillos definidos en torno a
cada nivel vertebral. Los plexos vertebrales internos y externos forman una red
venosa de gran capacidad con paredes delgadas y vasos que tienen valvulas
insuficientes o no las tienen. De esta forma el craneo, cuello, térax, abdomen,
pelvis y plexos vertebrales comparten una circulacién venosa libre, cuya direccién
depende de las diferencias de presion entre las regiones que haya en un momento
determinado. El plexo vertebral interno se difunde dentro del conducto vertebral,
pero fuera de la duramadre de la médula espinal, se encuentra inmerso en tejido
areolar y es banado por las venas basiventrales desde la médula espinal y las
meninges; drena por medio de las venas intervertebrales, las cuales salen con los

nervios espinales a través del agujero intervertebral. (Lopez, 1980)

En un corte transversal se puede observar una capa externa de sustancia
blanca y una masa gris interna en forma de “H”. La sustancia blanca de la médula
espinal esta dividida en columnas compuestas de una gran cantidad de fibras
nerviosas, microglia y vasos sanguineos, su color se debe a la presencia de una
gran proporcién de fibras mielinizadas de conduccidon rapida que ascienden
(sensitivas) y descienden (motoras) a diferentes distancias y que corren

longitudinalmente aunque también existe una gran cantidad de fibras amielinicas



de conduccion lenta formando haces no bien definidos en los margenes de la
sustancia blanca. Estas fibras se encargan de unir funcionalmente los segmentos
medulares entre si y de unir a la médula espinal con el encéfalo (Alvarez, 1988;
Decroor, 1993) estan constituidas por axones recubiertos de células de Schwann
desde su origen hasta su final ademas, presentan una vaina de mielina interpuesta
entre las células de Schwann. La vaina de mielina esta compuesta por capas
concéntricas de lipidos mixtos alternados con capas finas de neuroqueratina,
ademas entre las dos existen interrupciones formando los llamados nédulos de
Ranvier, esta vaina es sintetizada por las propias células de Schwann, pero
existen otros axones que carecen de mielina (Romer, 1981; Bloom, 1995; Leeson,

1990).

La sustancia gris de la médula espinal esta formada por un conjunto de
somas neuronales multipolares, células gliales y vasos sanguineos. Puede
dividirse en tres regiones: el grupo lateral que inerva la musculatura de las
extremidades, un grupo central que se encarga de algunos segmentos cervicales y
lumbosacros y el grupo medial que se encuentra en la mayoria de los segmentos
medulares e inerva musculos del cuello y del tronco incluyendo musculos

intercostales y abdominales (Snell, 2000) .

La conduccién de los impulsos nerviosos a través de neuronas aferentes
permite que la informacién pueda ser llevada a los centros nerviosos donde se va
a interpretar. En cuanto la informacién ha llegado a los centros, se somete a un

complicado proceso de andlisis y sintesis, tanto en el espacio como en el tiempo,



mediante el cual se interpreta y se utiliza para elaborar reacciones que varian
desde la respuesta mas simple hasta los mas complejos mecanismos que hacen

posible la memoria.

La conduccién del impulso nervioso puede ser via axonica (conducciéon que

se aleja del cuerpo celular) o via dendritica (qQue se dirige hacia el cuerpo celular).

Cuando un impulso viaja a lo largo de un axén, de un nédulo de Ranvier a
otro, la transmision caracteristica es eléctrica. Cuando el impulso es transmitido de

neurona a neurona a través de una sinapsis, la transmision tipica es quimica.

La transmision eléctrica, se produce mediante potenciales de accion, lo que
consiste en la capacidad de permeabilidad selectiva de los iones a través de la
membrana celular. Esta es la funcidén celular nerviosa que permite el transporte
activo de sodio, del axoplasma al liquido intersticial, donde la concentracién de
sodio en el axoplasma es diferente con respecto a la concentracion de sodio en el
liquido intersticial generando un déficit de iones sodio positivos dentro de la
membrana. Por otra parte los iones potasio (K+), de manera normal tendrian que
equilibrar el otro lado de la membrana celular y alcanzar iguales concentraciones
en ambos lados de la misma. La bomba de sodio-potasio impide que los iones
sodio entren a la célula para ayudar a neutralizar las cargas negativas, de ese
modo los iones potasio estan obligados electrostaticamente a concentrarse dentro
de la célula. Estos iones solos en forma parcial compensan el déficit de carga
positiva. El potencial electronegativo neto, creado dentro de la fibra a

consecuencia de la accién de la bomba de sodio, es llamado potencial de



membrana. En estado de reposo de la fibra nerviosa, la carga es positiva por fuera

de la membrana y negativa por dentro de la misma.

La disminucién del potencial de membrana en reposo implica una ligera
inversion de polaridad denominada despolarizacion de la fibra. La cual va seguida
por una onda de repolarizacién, y el area total de movimiento en la que se realizan

estas acciones es el impulso nervioso (Parker A.C, 1985)

Se trata en realidad de un cambio breve de voltaje negativo que se
transmite por la fibra nerviosa en forma de saltos debido a la presencia de los
nodulos de Ranvier, los cuales son espacios desnudos desmielinizados que se
localizan a lo largo de la fibra axdnica, permitiendo de esta forma que la

propagaciéon del impulso nervioso se realice con mayor rapidez.

Como se menciond anteriormente, la comunicacion de célula a célula es a
través de sustancias quimicas conocidas como neurotransmisores, entre ellos

podemos mencionar a:

Acetilcolina, la cual actua en uniones neuromusculares, terminaciones
autébnomas preganglionares, terminaciones parasimpaticas posganglionares,
glandulas  sudoriparas  posganglionares  simpaticas y  terminaciones

vasodilatadoras musculares.

Dopamina, sus sitios de accion son las células pequefias intensamente

fluorescentes (PIF) de los ganglios simpaticos, cuerpo estriado, eminencia media y



otras partes del hipotalamo, sistema limbico, partes de la neurocorteza y

terminaciones de algunas interneuronas de la retina.

Noradrenalina, actua sobre la mayor parte de las terminaciones sinapticas
posganglionares, corteza cerebral, hipotalamo, tallo cerebral, cerebelo y médula

espinal.

Adrenalina, con importancia en hipotdlamo, talamo, sustancia gris

periacueductal y médula espinal.

Serotonina, actua sobre las células del hipotalamo, sistema limbico,

cerebelo, médula espinal y retina
Histamina, actua principalmente en hipotalamo.
Glutamato, sus sitios de accion son la corteza cerebral y el tallo cerebral.
Aspartato, actua en la médula espinal.
Glicina, activa neuronas mediadoras de la inhibicién directa y de la retina.

Adenosina, actua en la neurocorteza, corteza olfatoria, hipocampo y

cerebelo.

Para cada uno de estos neurotransmisores existen receptores especificos
para cada ligando pero que se encuentran en diversos subtipos, lo que los hace
mas selectivos y multiplica en cualquier célula los posibles efectos de un ligando

determinado. (Ganong, 1992)

10



FISIOPATOLOGIA DE LA LESION EN LA MEDULA ESPINAL.

Después de una lesion en la médula espinal, se observan una serie de
mecanismos autodestructivos, conocidos en conjunto como lesién secundaria, que
son consecuencia de la lesion primaria. Estos se desarrollan desde los primeros
segundos hasta afios después de la lesién (Schwab ME, 1996), y se dividen en
fase aguda, fase de pérdida secundaria del tejido y fase crénica (Hulsebosch CE
2002, Tator CH 1995). En la fase aguda, que comienza con el traumatismo y se
prolonga por unos pocos dias, la lesidn mecanica induce dafio inmediato al tracto
neural; al momento del impacto se produce hemorragia, el flujo sanguineo se ve
disminuido y es comun encontrar necrosis (Sandler A, Tator C, 1976; Kobrine A,
1975). La lesion secundaria inicia con una onda centrifuga y craneo-caudal de
necrosis, la cual puede ser reversible durante las primeras ocho horas después de
la lesion, y se puede extender hasta un area de dos vértebras craneales y
caudales al sitio primario de lesién (Ropper, 2001). El tejido infartado propaga la
necrosis a otras células del sistema nervioso central (SNC) a través de varios
mecanismos. El dafio ocasionado por la lesion primaria sobre vénulas, arteriolas y
capilares limita el flujp de sangre hacia el tejido espinal (Young, 2002).
Inmediatamente después de esto, el infarto se intensifica por mecanismos de dafo
secundario como son vasoespasmos (Koyanagi, 1993), trombosis (De la Torre,
1981) y choque neurogénico que causa bradicardia, hipotension, disminucion de la

resistencia periférica y del rendimiento cardiaco (Guha y Tator, 1988), y que puede
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producir la muerte de animales de experimentacion en cuestion de horas a dias y
de seres humanos en unas pocas semanas. A nivel celular se manifiesta una
pérdida de la glucdlisis y de la fosforilacién oxidativa (Bach y Rita, 1993). Esto
produce un déficit energético celular, lo que causa necrosis por la deplecién del
adenosin trifosfato (ATP). Esta depleciéon de ATP desencadena una serie de
mecanismos necréticos, que incluyen la pérdida de la permeabilidad de la
membrana celular, descarga del contenido de los lisosomas y activacién de
enzimas calcio-dependientes autodestructivas, que incluyen proteasas,
fosfolipasas, ATPasas y endonucleasas que degradan Ila membrana
citoplasmatica y componentes del nucleo celular y citoesqueleto (Cotran, 1999;

Tator 1995).

Minutos a horas después de la lesion (fase de pérdida secundaria del tejido)
se genera una serie de alteraciones bioquimicas como son la lipoperoxidacion y la
acumulacion de neurotransmisores en la zona de lesidon y sus alrededores
(Schnell, 1999). Durante la isquemia, la enzima xantina deshidrogenasa dentro de
las células endoteliales, sufre una protedlisis limitada que da como resultado la
modificacion de la enzima a xantina oxidasa, la que, al contrario de su forma
original, transfiere electrones a la molécula de oxigeno, lo que genera que las
células endoteliales, al ser reexpuestas al oxigeno durante la reperfusion
sanguinea, generen una reaccion enzimatica que dara por resultado especies
reactivas de oxigeno (ROS del inglés reactive oxigen species) (Cotran, 1999;

Guth, 1999). Estas ROS, junto con las generadas por los neutréfilos (Carlson,
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1998) y las células necréticas (Tator, 1995) son un potente estimulo para la
muerte celular. Las ROS pueden inducir dano al SNC porque modifican sus
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. En las membranas tanto plasmaticas como
las de los organelos, los radicales libres causan peroxidacion de sus lipidos
porque atacan las dobles ligaduras de sus acidos grasos insaturados: los efectos
deletéreos se consideran debidos a los radicales libres (ROO°, RO’, OH)
producidos durante la formacién de perdxidos a partir de los acidos grasos con
enlaces dobles interrumpidos por metileno, como son los acidos grasos
poliinsaturados naturales. La lipoperoxidacién es una reaccion en cadena, la cual
proporciona un suministro continuo de radicales libres, los que inician la
lipoperoxidacion subsiguiente. El proceso en su conjunto puede representarse de

la siguiente manera:

A) Inicio:
ROOH + metal " — ROO'+ metal ™"+ H°

X'+RH - R+ XH

B) Propagacion:
R+ O, —» ROO’
ROO’+ RH — ROOH + R, etc
C) Terminacion:
ROO’+ ROO — ROOR + O3
ROO" + R*— ROOR

R'+R"— RR
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La lipoperoxidacion es una reaccion en cadena con efectos potencialmente
devastadores (Murray, 2001). La modificacién de proteinas es otro mecanismo de
muerte celular ocasionado por radicales libres. Esto crea estragos dentro de las
células por la oxidacién de las cadenas de aminoacidos, causando fragmentacion
de proteinas por oxidacion del esqueleto o formando uniones cruzadas entre
proteinas. Finalmente los ROS pueden actuar tanto sobre el acido
desoxirribonucleico (DNA) nuclear como sobre el mitocondrial ocasionando la

separacion de sus cadenas (Cotran, 1999).

La liberacion excesiva de neurotransmisores causa excitotoxicidad. Se
observa un incremento continuo en las concentraciones de glutamato, esto debido
a la autoamplificacion de circuitos glutamatérgicos. Estos circuitos funcionan
debido al reciclaje del glutamato, exocitosis de vesiculas sinapticas calcio-
dependientes y la descarga del glutamato intracelular como resultado de la lisis
celular (Panter, 1990). Esta abundancia de glutamato, especialmente en un
ambiente hipdxico, (Choi, 1996), sobre estimula sus receptores ionotropicos, N-
metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico
(AMPA) y kainato, desencadenando la muerte celular por excitotoxicidad (Doble,

1999).

Inicialmente el glutamato se une a sus receptores y causa despolarizacién.
Esto activa canales de sodio voltaje-dependientes, ocasionando una extensa
despolarizacion y un marcado incremento en la concentracion de sodio

intracelular. La cronicidad de esta respuesta llevara a la liberacion de los
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receptores NMDA de su bloqueo por magnesio, dejandolos disponibles para su
activaciéon por glutamato, incrementandose el sodio intracelular. Este desbalance
intracelular de iones, ocasionado por el flujo de sodio es corregido por un flujo de
iones de cloruro. Ademas, este intento por restablecer el balance osmatico de la
célula lleva un flujo de agua hacia el espacio intracelular ocasionando lisis (Doble,
1999). De manera alterna, la excitotoxicidad puede matar a las células neuronales
por mecanismos calcio-dependientes. Lo que significa que la despolarizacién
cronica lleva consigo un flujo de calcio intracelular via canales calcio dependientes
y la apertura de canales de los receptores NMDA, este flujo se ve incrementado
por la movilizaciéon del calcio de sus reservorios intracelulares y la operacién
inversa de intercambio de sodio/ calcio de la membrana, como consecuencia se
iniciara la activacion de enzimas autodestructivas calcio-dependientes (Doble,

1999).

La muerte celular por excitotoxicidad también se observa en la glia, siendo
los oligodendrocitos las células mas susceptibles (McDonald, 1998), como estas
células no poseen receptores NMDA, la excitotoxicidad de que son objeto se
realiza via receptores AMPA y kainato, receptores que en los oligodendrocitos son
mas permeables al calcio que en las neuronas, lo que produce una
desestabilizacion de sus organelos mas acelerada (Puchalski, 1994), aunado a
que estas células poseen sistemas de amortiguacion del calcio menos eficientes,
lo que genera la muerte celular de una manera mas precipitada (Mattson, 1991;

Matute, 2001).
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De horas a dias tras la lesion se genera la reaccidon celular mediada por un
incremento de macrofagos, neutréfilos, linfocitos T y astroglia reactiva generando
un proceso inflamatorio exacerbado y la generacién de apoptosis en las células

adyacentes a la lesion (Betea, 2002).

La apoptosis se puede encontrar en dos fases: la fase temprana es
acompanfnada por necrosis causando la degeneracion de multiples tipos de células,
y la fase tardia que se encuentra casi exclusivamente en la materia blanca e
involucra a los oligodendrocitos y la microglia (Beattie, 2000). La apoptosis
inicialmente ocurre 6 horas después de la lesidon primaria en el centro de la misma
y se mantiene por varios dias, después de esto el numero de células apoptdticas
en esta region aumenta firmemente. Sin embargo, en una semana la cuenta de
células apoptdticas disminuye en el sitio primario de lesidn, pero se incrementa la
muerte celular por apoptosis en lugares lejanos a este punto (Crowe, 1997). Bajo
ciertas condiciones, como la isquemia y la excitotoxicidad, la apoptosis puede
incrementarse como el paso de muerte celular emergente al mismo tiempo que la
necrosis esta ocurriendo como el proceso degenerativo predominante después de

la lesién a la médula espinal (Zipfel, 2000).

Durante las semanas siguientes (fase crénica) continuan disturbios en la
organizacion de las fibras como la fragmentacién axonal, desmielinizacion,
degeneracion Valeriana, apoptosis de oligodendrocitos y la formacion de una
cicatriz glial. (Taoka, 1998). En los primeros 15 minutos tras la lesion el tejido

periaxonal se hincha empujando las laminas de mielina. En este punto del tiempo
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s6lo se observa fractura de la mielina, pero a las veinticuatro horas el contenido
axonal puede ser observado en el espacio extracelular. El axoplasma neuronal
sufre una transicion; primero se observa una apariencia granular con desarreglo
de los neurofilamentos y en muchos axones se encuentra abundancia de
organelos intracelulares inusuales en esta area. Conforme el tiempo progresa,
otros efectos patogénicos dafian a los axones, por ejemplo, la extensa
desmielinizacion y el aborto de conos de crecimiento se incrementan
considerablemente, para las veinticuatro horas todos los axones mayores de 40

Mm han sido alcanzados por estas condiciones patoldgicas (Anthes, 1995).

Estos cambios en los axones son finalmente acompafados por
degeneracion Valeriana, que en roedores se encuentra durante varios meses, y en

humanos durante anos (David, 2002).
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ESTRATEGIAS PARA OFRECER NEUROPROTECCION.

En un principio los tratamientos después de una lesion traumatica en la
meédula espinal estaban encaminados a la reparacion quirdrgica de las vértebras
involucradas, los primeros reportes que se encuentran son de 1800 cuando
Wilkins realiz6 una fusion directa con fijacion de la fractura vertebral.
Posteriormente Mc Donnell en 1864 realizé la primera laminectomia
descompresiva cervical. Hadra en 1891 realiz6 la fijacidon con alambre en forma de
“8” en torno a las apodfisis espinosas para la estabilizacién de la columna cervical.
Entre los afios 20 y 30 del siglo pasado se introdujeron métodos de reduccién de
fracturas por hiperextensién con cabestrillos, férulas o hamacas. Pero fue durante
la Segunda Guerra Mundial cuando se implement6é un tratamiento global de los
pacientes con lesion de médula espinal con la apertura del Centro de Lesiones

Medulares en Stoke Mandeville, el primero de febrero de 1944. (Romero, 1991)

Desde entonces se ha buscado llevar a cabo un tratamiento integral del
paciente, dentro de este tratamiento se incluye la busqueda de neuroproteccién al
tejido nervioso lesionado mediante diversas estrategias pero, por tratarse de una
patologia multifactorial resulta dificil encontrar un método que brinde efectividad

total.

Los transplantes de células y tejidos al SNC estdn encaminados a
remplazar las células neurales que se han dafiado, o ha proporcionar “puentes”,

sin embargo se ha demostrado que pueden tener un efecto neuroprotector
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después de una LTME al disminuir el grado de destruccion de la zona lesionada y
aumentar la sobrevida de los animales (Guizar-Sahagun, 1994). Mas
recientemente se ha implementado el transplante de macréfagos activados a la
zona de lesion, estas células son importantes productoras de factores tréficos
mismos que pueden favorecer el microambiente para obtener neuroproteccion e
incrementar el crecimiento axonal (Rapalino 1998). El uso de células madre
neurales (neural stem cells, en inglés) es también un método relativamente
reciente, se ha demostrado que estas células son capaces de producir factores
neurotroficos en cantidades importantes in vitro, como factor neurotréfico derivado
de células gliales (GDNF del inglés glial cell-line derived neurotrophic factor),
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF del inglés brainderived neurotrophic
factor) y factor de crecimiento nervioso (NGF del inglés nerve growth factor),
ademas de melatonina, una hormona pleiotrépica que se sugiere se encuentra

fuertemente involucrada en el desarrollo del tejido neural (Niles, 2004)

Actualmente el estandar terapéutico después de una lesion traumatica en la
médula espinal es la administracién sistémica del glucocorticoide sintético
metilprednisolona. Esta terapia esta basada en estudios donde se reporta que
mejora la recuperacion de animales de experimentacion y humanos (Rabchevsky
AG, 2002). Su mecanismo de accion no esta bien determinado, pero
principalmente reduce la produccion de citocinas proinflamatorias (Xu et al., 1998)
y la lipoperoxidacién (LP) (Diaz-Ruiz, 2000; Limbourg, 2002); sin embargo, existe

evidencia de que los efectos benéficos de la metilprednisolona van de mejoria
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moderada a ningun cambio al compararlos con los testigos. Estas diferencias
dependen de las especies y modelos de lesién en la médula espinal, del esquema
de aplicacion y dosificacion, asi como del tiempo poslesion en que se aplique
(Amar, 1999). Resulta imprescindible evaluar el beneficio que se pueda obtener
con la administracion de metilprednisolona pues se sabe que a dosis altas
ocasiona hipertension, incremento en la susceptibilidad a infecciones, alteraciones
conductuales y retraso en la cicatrizacion, entre otros efectos secundarios
indeseables, (Goodman GA, 1990); ademas, se sabe que puede exacerbar la
necrosis neuronal posisquémica e inhibir el crecimiento axonal (Bracken MB,

1993)

El tratamiento con inhibidores de la sintasa del éxido nitrico (SON) como
NG-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) administrados durante la fase aguda de
la LTME en modelos experimentales; promueven una recuperacion clinica
significativamente mayor en los animales que recibieron el tratamiento con
respecto a los que no (Hamada, 1996). El empleo de un inhibidor relativamente
especifico para la sintasa del oxido nitrico inducible (SON 2), llamado
aminoguanidina, ha dado buenos resultados como neuroprotector en diversos
modelos como isquemia, seccidn y compresion de nervio Optico, e intoxicaciéon
neural con diversos farmacos, sin producir alteraciones sistémicas (Neufeld 1999).
Resulta muy importante resaltar que el éxido nitrico es una molécula importante
para la vasodilatacion por lo que una inhibicidon total y no selectiva de su sintasa

podria ocasionar dafios mayores sobre el tejido lesionado (Sharma, 2005),
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ademas tiene un efecto directo sobre los receptores NMDA, por lo que se reduce
la excitotoxicidad, asi se propone la busqueda de inhibidores de la SON 2 y no la

de la sintasa del 6xido nitrico constitutiva (SON 1) (Bolanos, 1999).

El peroxinitrito es un agente reactivo que causa severo dafo a los lipidos,
proteinas y acidos nucleicos; limpiadores prototipo del peroxinitrito son la
penicilamina y el 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxyl (tempol); ambos han
demostrado proporcionar neuroprotecciéon al tejido tanto en células en cultivo
como en modelos de LTME in vivo (Carroll, 2000; Hall, 1999). Otro antioxidante
promisorio tanto para inhibir la lipoperoxidacion como la sintasa del 6xido nitrico es
el BN-80933, que se ha reportado atenua la degeneracion postraumatica y

posisquémica en modelos de lesion de médula espinal in vivo. (Chabrier, 1999)

La aplicaciéon de EPC-K1 una sustancia quimica que se une a la vitamina E
(alfa-tocoferol) y vitamina C a través de uniones fosfodiester, ha demostrado
disminuir la LP y atenuar el dafno en modelos experimentales de LTME (Fujimoto,

2000).

En un estudio de Bozbuga y cols. (1998) se administr6 por via
intraperitoneal alfa-tocoferol a ratas con lesién de médula espinal y se midié un
metabolito conocido como malondialdehido, para cuantificar la lipoperoxidacion de
manera indirecta, y se observd que los animales tratados presentaron una
disminucién significativa de malondialdehido, lo que sugiere una disminucién en la

lipoperoxidacion generada después de la lesion.
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La influencia de la vitamina C sobre los cambios patolégicos secundarios a
una lesién por compresion fueron estudiados en ratas Wistar de una variedad
mutante que es incapaz de sintetizar dicha vitamina, y se observdé que los
animales pertenecientes al grupo suplementado conservaron mayor cantidad de
tejido en la zona de lesion. En este estudio también se midié la cantidad de
vitamina E en ambos grupos, sin observarse diferencia entre ellos. (Katoh D,

1996)

Un tratamiento que se ha sugerido recientemente es el uso de naloxona, un
inhibidor de receptores opiaceos, que demostrd proporcionar neuroproteccion
efectiva en gatos con lesibn de médula espinal, ademas en la fase | de los
experimentos resultd ser segura para la poblacion al no presentarse dafios

sistémicos tras la administracion del farmaco (Hall, 2004).

Diversos autores han propuesto que la liberacion de adenosina después de
una LTME probablemente tiene un efecto neuroprotector, al bloquear la liberacién
de aminoacidos excitatorios. Sin embargo MacAdoo y cols. (2000) demostraron
mediante el uso de antagonistas no especificos del receptor de adenosina, que
después de una LTME, éste nucledsido no influye sobre la liberaciéon de

glutamato.

El glutamato como se sabe es altamente toxico cuando se acumula en
cantidades excesivas en el espacio sinaptico. Esta acumulacion es causada, entre
otros motivos, por la incapacidad de la enzima glutamina sintasa (GS) para

catalizar la transformacién de este glutamato a glutamina, debido a una
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disminucién en la actividad y la cantidad de la enzima, por lo que Gorovitz y cols.
incrementaron las concentraciones de GS en la zona de lesion en un modelo de
toxicidad por glutamato en células retinales obteniendo resultados altamente

satisfactorios (1997).

Los antagonistas de los receptores NMDA y AMPA/Kainato, se han
propuesto como farmacos neuroprotectores. Li (2000) e lkonomidow (2000)
demostraron que el empleo de los farmacos MK-801, CCP, MPQX y NBQX,
administrados directamente en el sitio de la lesion pueden atenuar el dafio
excitotéxico mediado por aminoacidos excitatorios. Sin embargo los antagonistas
NMDA no puede ser utilizados en humanos debido a una serie de reacciones
indeseables que suelen ocasionar, y los inhibidores para receptores AMPA son
altamente toxicos para los riflones debido a su insolubilidad. La opcion que se ha
reportado recientemente es un farmaco conocido como ZK200775 el cual actua
como inhibidor de los receptores AMPA, produciendo neuroproteccion al tejido
después de un proceso de isquemia o un traumatismo sin generar respuestas
secundarias perjudiciales, ni nefrotoxicidad ya que es altamente soluble en agua

(Turski, 1998)

El empleo de farmacos anti-excitotoxicos como el sulfato de magnesio
(MgSOy4) y el riluzol, funcionan como neuroprotectores. Lang-Lazdunski y cols.
(2000) demostraron que el tratamiento con estos farmacos, previene y atenua el

fenomeno necrético que se observa después de una LTME en modelos
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experimentales, demostrando mayor efectividad el MgSO, al prevenir la paraplejia

originada por el dafio en las neuronas motoras.

El citocromo C libre en citoplasma se encuentra intimamente relacionado
con la degeneracion secundaria después de una LTME. En un estudio realizado
por Teng y cols. (2004) demostraron que el uso de minociclina, una tetraciclina de
segunda generacion, inhibe el dafio a mitocondrias ocasionado por citocromo C
libre, mitigando asi el deficit funcional por pérdida de neuronas motoras después

de la lesion.

También se han empleado farmacos moduladores del metabolismo del
acido araquidoénico, como el ibuprofeno que es un inhibidor de la ciclooxigenasa o
el U63447A que inhibe la actividad de la sintasa de tromboxanos. El tratamiento
con estos farmacos en modelos animales ha demostrado limitar el desarrollo de la

isquemia poslesion y la recuperaciéon neuroldgica en LTME. (Feden, 1992).

El farmaco clembuterol también se ha propuesto como un agente que
promueve neuroproteccion, se ha descrito que tiene la capacidad de revertir la
atrofia muscular después de una LTME cuando se administra a una concentracion
de 10mg/ Kg por dia. El clembuterol es un agonista del receptor 32 adrenérgico,
que al ser estimulado promueve que se expresen diversos factores troficos,
ademas se ha observado que por medio de este mecanismo se promueve

regeneracion y neuroproteccion (Zeman, 1999).

Una estrategia utilizada recientemente es el uso de eritropoyetina, una

citosina protectora del tejido, ya que previene el vasoespasmo, la apoptosis y la
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respuesta inflamatoria. En estudios hechos en modelos de lesién por compresiéon
en médula espinal, se utilizé6 asialoeritropoyetina, una molécula con un alto
potencial terapéutico como neuroprotector, la cual produjo resultados altamente
satisfactorios en la lesion de médula espinal; se observé un mayor numero de
neuronas sobrevivientes en el sitio de lesién, menor area de tejido infartado y una
mejor recuperacidon motora en los animales tratados sobre los animales que
recibieron solucién salina (Erbayraktar, 2003). Gorio (2002) utilizé eritropoyetina
recombinante humana en modelos de LTME por contusién y compresion
obteniendo resultados significativos en la recuperacion motora y en el porcentaje
de tejido preservado. Al igual que la eritropoyetina, el factor de crecimiento tipo
insulina (IGF-1, del inglés insuline-like growth factor 1) es una citocina inhibidora
de la apoptosis neuronal. Ambos han dado resultados significativos cuando fueron
aplicados en forma individual. Cuando Digicaylioglu (2004) las utiliz6 para
proporcionar un tratamiento conjunto demostré que se mejora su efecto y reducen
significativamente la apoptosis de las neuronas in vitro por inhibicion de la via de

la caspasa 3.

A la fecha ninguna de las estrategias antes mencionadas ha logrado
proveer resultados clinicos satisfactorios; es por ello que, siguen desarrollandose
diferentes trabajos de investigacion para encontrar una terapia neuroprotectora

efectiva.

Una estrategia innovadora es en la que se propone la estimulacion del

sistema inmunoldgico (Sl) para generar neuroproteccion después de una lesién en
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el sistema nervioso central. Existen varios estudios en esta linea, en los que
mediante la utilizacion de péptidos neurales modificados como el A91 y Cop-1, en
modelos de lesidn traumatica en médula espinal y en nervio Optico, y en un
modelo de neurotoxicidad por aminoacidos excitatorios en nervio Optico, se
observa reduccion del dafio neuronal. De esta forma la propuesta sugiere la
existencia de una respuesta autoinmune con caracteristicas muy especiales que
se encarga de proteger, en este caso, el tejido neural. (Moalem, 1999; Hauben,

2000; Kipnis, 2000)
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AUTORREACTIVIDAD Y AUTORREACTIVIDAD PROTECTORA

Se conoce como autoinmunidad o autorreactividad a la activaciéon del
sistema inmune contra componentes del mismo organismo. El proceso
desarrollado por el sistema inmune es similar al que se desarrolla cuando el
organismo es invadido por algun agente extrafo; el sistema inmune reacciona
contra este desencadenando una respuesta inespecifica en la que intervienen
factores de la inmunidad innata de manera inicial, posteriormente, y sélo en caso
de que la respuesta inespecifica sea insuficiente se lleva a cabo una respuesta

especifica en la que intervienen tanto linfocitos B como linfocitos T.
RESPUESTA INMUNE

Inmunidad innata:

La manera mas sencilla de entender este proceso es utilizando a las
bacterias como ejemplo, sin embargo el proceso es similar para cualquier
sustancia extrana, con variantes muy ligeras, por ello se utilizara el ejemplo

clasico: la bacteria.

Los problemas para las bacterias comienzan con la fagocitosis por parte de
células tanto polimorfonucleares como mononucleares. Con fines pedagogicos se

ha dividido a este fendmeno en ocho fases (Roitt, 2000°) (Figura 1):

Iniciamos con la quimiotaxis: la célula es atraida hacia la zona infectada por
las bacterias; intervienen tres fendmenos en los movimientos celulares: motilidad,

que consiste en que la célula tenga la capacidad de moverse, locomocién, en que
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la célula puede desplazarse de un sitio a otro, y quimiotaxis (paso 1 de la
fagocitosis), donde el movimiento es unidireccional siguiendo un gradiente de
atraccion creciente. Los leucocitos polimorfonucleares responden a estimulos
quimiotacticos derivados del sistema del complemento (C3a y C5a), asi como a
factores derivados de bacterias y linfocitos; los neutréfilos también intervienen
directa o indirectamente en la produccién de una sustancia de reaccion lenta
(SRS-A), ahora identificada como leucotrienos C4, D4 y E4, factores capaces de
provocar la contraccion del musculo liso. Otros factores producidos por los
granulocitos incluyen las quininas, pequefos polipéptidos vasoactivos, que son
importantes mediadores de las reacciones de hipersensibilidad inmediata. Para
monocitos y macréfagos se han descrito productos del complemento (C3a y C5a)
como sustancias quimiotacticas, asi como factores producidos por linfocitos, como
el factor activador de macréfagos (MAF). Los eosindfilos pueden ser atraidos por
una serie de productos del complemento, derivados de linfocitos como por ejemplo
la linfocina, y un factor quimiotactico eosinofilico de la anafilaxia (ECF-A) el cual es
liberado por las células cebadas tisulares y por basdfilos periféricos que tiene gran
importancia en la patogenia de reacciones de hipersensibilidad inmediata (Bellanti,

1994).

La adherencia es el siguiente paso en el proceso de fagocitosis. En ésta, la
bacteria se une a la membrana del fagocito; este es considerado como un proceso
primitivo en el que parecen intervenir carbohidratos y receptores tipo “toll” (TLR’s,

del inglés Toll like receptor) en la célula.
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Conforme se va uniendo la membrana bacteriana a la del fagocito por
medio de los TLR’s se lleva a cabo la activacién de la membrana (paso 3); y a
medida que los receptores adyacentes se van adhiriendo a su ligando bacteriano
se activa un sistema contractii de actina-miocina, generandose seudopodos
alrededor de la particula bacteriana e iniciandose asi la formacién del fagosoma
(paso 4). Cuando la bacteria esta completamente rodeada y encerrada en una
vacuola se dice que se ha formado el fagosoma (paso 5). Con la formacion del
fagosoma se activa de manera espectacular el disparo de las hexosas
monofosfato generando nicotinamida-adenina-dinucleétido fosfato reducido
(NADPH); los electrones pasan del NADPH a una flavoproteina de membrana que
contiene flavina-adenina-dinucleétido (FAD) y de alli a un citocromo de la
membrana plasmatica, el cyt bsss. Este posee un potencial redox bajisimo (-245
mV) lo que le permite reducir oxigeno molecular directamente a anién superoéxido.

Esto se expresa con la siguiente reaccion:

oxidasa
NADPH + 0> — NADP' +°0O,

El anion superoxido se convierte en peroxido de hidrogeno (H20;) por la
accion de la superdxido dismutasa y luego en radicales hidroxilo (*OH). Todos
estos productos poseen una alta reactividad quimica, lo que los convierte en
excelentes agentes microbicidas. Ademas la combinacion de peroxido,
mieloperoxidasa y iones haluro constituye un poderoso sistema halogenador
capaz de destruir bacterias y virus. Aunque el H,O, y los compuestos halogenados

no son tan activos como los radicales libres, son mas estables y por lo tanto
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difunden mas lejos, lo que los hace tdxicos para los microorganismos en las

cercanias extracelulares (Roitt, 2000a).

En seguida, se lleva a cabo la fusion de lisosomas con el fagosoma (pasos
6 y 7), estos lisosomas son ricos en granulos cargados de sustancias
antimicrobianas preformadas; para favorecer la funcidén 6ptima de la familia de
péptidos y proteinas cationicas, la dismutacién del superéxido consume iones de
hidrogeno, con lo que se aumenta ligeramente el pH de la vacuola. Los péptidos
mencionados se conocen como defensinas, son del orden de 3.5 a 4 kDa y son
ricos en arginina, dentro del fagosoma alcanzan concentraciones desde 20 hasta
100 mg/ ml. Estos péptidos se insertan a las membranas bacterianas para formar
canales ionicos desestabilizantes regulados por voltaje, por lo que tienen un gran
espectro contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, muchos hongos y

varios virus envueltos.

Las membranas son ademas lesionadas por la accion de una proteinasa
neutra, la catepsina G, y por la transferencia directa a la superficie microbiana de

la proteina BP1 que aumenta la permeabilidad de la bacteria.

El pH bajo, la lisozima y la lactoferrina son factores antibacterianos
independientes de oxigeno por lo que pueden actuar en condiciones anaerobias.
Finalmente los residuos de bacterias digeridas son arrojados al exterior de la

célula (paso 8). (Roitt, 2000b)

En el caso de macréfagos, células dendriticas y linfocitos B (los cuales son

conocidos en conjunto como células presentadoras de antigeno o CPA’s) muchas
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particulas peptidicas no son arrojadas de la célula, sino que son presentadas a los
linfocitos T por medio de las moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad clase Il, lo que nos lleva al desarrollo de una respuesta inmune

especifica.
Bacteria 1 2 3 4
O
Quimiotaxis Adherencia Activacion de la membrana | Iniciacién de la fagocitosis
5 6 7 e o 8
o0
o *

s

=

S O

Liberacion de los productos
Formacién del fagosoma Fusion Muerte vy digestion de la degradacion

Figura 1: Fagocitosis.

Inmunidad especifica o adquirida:

La respuesta inmune especifica se divide en dos componentes, la

respuesta humoral y la respuesta celular.

La respuesta humoral es mediada por los linfocitos B y, los protagonistas
son los anticuerpos producidos por las células plasmaticas. Cuando no

conocemos la especificidad de un anticuerpo se le llama inmunoglobulina (Ig). Las
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inmunoglobulinas estan formadas por cuatro cadenas polipeptidicas: dos pesadas
(H) de entre 50 a 70 kDA y dos ligeras (L) de 23 kDa, que en conjunto constituyen
un monomero de inmunoglobulina (Abbas, 2004). La respuesta inmunitaria
humoral se inicia tras el reconocimiento del antigeno por los linfocitos B
especificos para cada antigeno. El antigeno se une a los receptores IgM o IgD de
membrana de los linfocitos B virgenes y los activa. La activacion de los linfocitos B
depende de una serie de mecanismos que provocan su proliferacion, o expansion
de la clona de células especificas para ese antigeno, y diferenciacion, lo que da
lugar a la generacion de células plasmaticas que secretan anticuerpos
activamente y linfocitos B de memoria. Algunos linfocitos secretan anticuerpos
diferentes a IgM e IgD en un proceso conocido como cambio de isotipo de la
cadena pesada. Las células plasmaticas sintetizan anticuerpos que se unen a los
antigenos con una afinidad cada vez mayor, gracias a un proceso denominado

maduracién de la afinidad. (Roitt, 2000?%)

Una respuesta humoral (de anticuerpos) frente a antigenos protéicos
requiere linfocitos T cooperadores (CD4") que reconocen al antigeno y
desempenan una funcién esencial en la activacion de linfocitos B; por ello los
antigenos se clasifican en timo-dependientes o T dependientes y en timo-
independientes (Tl) como son los antigenos no proteicos como los polisacaridos y

los lipidos. (Roitt, 2000?)

La respuesta humoral se clasifica en primaria y secundaria. La respuesta

primaria se produce tras la activacion de los linfocitos B virgenes, mientras que la
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secundaria es consecuencia de la estimulacidon de clonas previamente expandidas

de linfocitos B de memoria. Es por ello que la respuesta secundaria es mucho mas

rapida que la primaria y con cantidades mucho mayores de anticuerpos

producidos. ElI cambio de isotipo de la cadena pesada y la maduracién de la

afinidad también se incrementan con la exposicion repetida a antigenos proteicos.

Las respuestas primaria y secundaria poseen caracteristicas especiales las

cuales se enuncian en la Cuadro 1.

Cuadro 1: Caracteristicas de las respuestas humorales primarias y secundarias.

Caracteristica

Respuesta primaria

Respuesta secundaria

Lapso de tiempo tras la
inmunizacion

Habitualmente de 5 a 10
dias.

Habitualmente de 1 a 3
dias.

Respuesta maxima

Inferior

Superior

Isotipo del anticuerpo

Habitualmente IgM > IgG

Aumento relativo de IgG,
y en determinadas
situaciones, de IgA e IgE.

Afinidad del anticuerpo

Afinidad de media a
menor, en general mas
variable.

Afinidad de media a
mayor, como resultado de
la maduracion de la
afinidad.

Inducida por

Todos los antigenos.

Solo antigenos proteicos.

Inmunizacién necesaria

Dosis relativamente
elevadas de antigenos,
mejor con adyuvantes (en
el caso de antigenos
proteicos).

Dosis bajas de antigenos,
los adyuvantes pueden no
ser imprescindibles.
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La respuesta celular inicia con la activacion del linfocito T: las CPA’s
procesan los péptidos en los fagosomas, por medio de enzimas como se explicé
previamente (en inmunidad innata); de ahi son transportados en endosomas
avanzados, donde se acoplan con las proteinas del complejo principal de
histocompatibilidad, a este endosoma se le conoce como MIIC (del inglés MHC
class Il enriched compartment). Una vez unidos son transportados hasta la
membrana celular donde son expresados, de esta forma la CPA podra exponer el

antigeno a la célula T. (Roitt, 2000°)

Cuando la célula T reconoce a su antigeno especifico lo liga a través de su
receptor (TcR del inglés T cell receptor), el cual es un heterodimero
transmembranoso integrado por dos cadenas llamadas a y 8, ambas cadenas son
necesarias para la especificidad antigénica. Cada una se pliega en dos dominios
similares a Ig’s, uno con una estructura relativamente invariable y el otro con un
alto grado de variabilidad semejante al fragmento Fab de las inmunoglobulinas.
Existe también un TcR conformado por dos cadenas llamadas yd, que como surge
primero en la ontogenia timica se le conoce como TcR1 mientras que al
compuesto por a3 se le conoce como TcR2, el TcR1 representa del 0.5 al 15% de
las células T en sangre periférica en humanos, mientras que en rumiantes
representa entre el 30 y el 80%, lo que confirma que estas células también
desempenan un importante papel en las respuestas inmunitarias. En general las
células T yd parecen tener una marcada predileccion para reconocer antigenos

micobacterianos, en particular la muy conservada proteina de choque térmico
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(HSP 65) que reacciona de manera cruzada con lo propio. Para que la activaciéon
del linfocito se lleve a cabo, es necesario que el TcR ligado a su antigeno envie
una sefial al interior de la célula, esto lo hace a través de un complejo
transmembranal formado por CD4, CD3, CD28, CTLA-4 y el mismo TcR, con lo
que se instruye a la célula para que salga de su estado GO latente y se active,

convirtiéndose en una célula efectora. (Roitt, 2000°)
SISTEMA INMUNE DESPUES DE UNA LESION TRAUMATICA EN LA MEDULA ESPINAL

El ambiente en el sistema nervioso central inmediatamente después de un
lesiébn se encuentra dominado por citocinas proinflamatorias liberadas por la
microglia, como el TNF-qa, la IL-1 y la IL-6 (Allan y Rottwell, 2001). Durante los
siguientes 15 minutos los niveles de mRNA para TNF-a e IL-6 aumentan en otras
células del SNC (Yan et al. 2001). TNF-a e IL-1 son capaces de coestimular su
produccion y ademas estimular también la de IL-6; por tanto, los niveles de esta
citocina se incrementan rapidamente (Pan et al. 2002). Las 3 citocinas alcanzan
sus picos maximos varias horas después. Sin embargo, a las 24 horas son apenas
detectables (Klusman y Shwab, 1997) aunque, de acuerdo a otros reportes, los
niveles de TNF-a contindan incrementandose durante la primera semana después
de la lesién (Tyor et al, 2002), como consecuencia de una intensa infiltracion
leucocitaria (Popovich y Jones, 2003). Mas alla, fortificando el incremento de
citocinas, esta la sobre regulacion del sistema de transporte unidireccional de la

barrera hematoencefalica que es especifica para TNF-a. Esto permite que el TNF-
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a producido por el trauma periférico entre y se acumule en el sistema nervioso

central (Pan et al., 1999; Pan y Kastin, 2001).

Tanto el TNF-a como la IL-1 incrementan la respuesta inflamatoria por la via
del factor nuclear kB (NFkB) (Allan y Rottwell, 2001) que se activa en neuronas,
microglia y células endoteliales aproximadamente a los 30 minutos tras la lesién y
persiste durante las siguientes 72 horas (Bethea et al., 1998). Esta activacion es
crucial, pues el NFkB estimula la produccion de mediadores inflamatorios como
especies reactivas de oxigeno, citocinas, la sintasa del oxido nitrico inducible
(INOS) y prostaglandinas. (Allan y Rottwell, 2001; Bethea et al., 1998; Kim et al.,

2001)

La lesién de la médula espinal también induce la expresion de la citocina
anti-inflamatoria factor transformador de crecimiento 8 (TGFB) (Tyor et al., 2002)
que, a diferencia de las citocinas pro-inflamatorias, su expresién es tardia y se
puede detectar a partir de las 24 horas poslesion, aunque el pico de su mRNA es
hasta 7 dias posteriores a la lesion (Semple-Rowland et al., 1995). TGFp
neutraliza los efectos de las citocinas proinflamatorias al regular a iNOS vy
disminuir las moléculas de adhesién de las células endoteliales (CAMs) (Hamada

et al., 1996; Kitamura, 1997).

Con la sobre expresion de las CAMs endoteliales: (1)-CAM (del inglés
intracelular-CAM), (V)-CAM (del inglés vascular-CAM), (PE)-CAM (del inglés
platelet endothelial-CAM) y las selectinas P y E inicia el reclutamiento de

leucocitos al sitio de la lesion (Lee et al., 2000b; McTigue et al., 1998; Schnell et
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al., 1999). Ademas quimiocinas como la IL-8, CXC y CINC-1 (del inglés cyticine-
induced neutrophil chemo-attractant 1) colaboran para inducir la migracion y

activacién de los neutréfilos (Tonai et al., 2001).

Como consecuencia, los neutréfilos se adhieren a las vénulas poscapilares
6 a 12 horas poslesion y para las 24 horas ya migraron al sitio primario de lesion
para fagocitar los detritus (Guth et al., 1999; Taoka et al., 1997). A su llegada, los
mediadores pro-inflamatorios estimulan a los neutréfilos para generar sus propias
citocinas asi como la produccion de proteasas (McDonald, 1997). Estos
mediadores incluyen MMPs (del inglés matriz metalloproteinases), particularmente
la MMP-9 (Noble, 2002) y las citocinas IL-1, IL-8, TNF-a y TGF-3 (Cassatella,
1995). Estos mediadores rompen la matriz extracelular para reforzar la
extravasacion de otros leucocitos, estimular su quimiotaxis, activar a la glia y
acrecentar el dafio neuronal (Carlson et al., 1998). Finalmente, la adhesién de los
neutréfilos al endotelio vascular exacerba el dafio por reperfusién y por eso da
origen a las hemorragias petequiales que se observan macroscopicamente. La
actividad de estas células es trascendente solo durante las primeras 48 horas y

después declina (Guth, 1999; Taoka, 1997).

Cuando el numero de neutréfilos disminuye, se observa un incremento en el
numero de monocitos en el parénquima danado, que durante las siguientes 72
horas se diferenciaran en macréfagos. Su migracion depende de IL-8, MIP-a y
(del inglés macrophage inflammatory proteins) y de las CAMs. Después de su

llegada los macréfagos y la microglia son activados por el TNF-a, asi como por los
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ligandos de sus receptores de complemento 3 y manosa. (Fitch et al., 1999). De
manera interesante, las células de la microglia son activadas en el sitio primario de
lesion en un evento temprano, dentro de la primera hora tras la lesién (Dusart y
Shwab, 1994). Esta activacién da como resultado concentraciones elevadas de
ATP extracelular que, via un mecanismo calcio dependiente, agudiza la sobre
produccion de la proteina microglial AIF-1 (del inglés allograft inflamatory factor 1),
que activa mas células de la microglia (Schwab, 2001; Tanaka y Koinke, 2002).
Adicionalmente a esta activacién, la microglia puede seguir siendo activada en
fases posteriores a la lesion (hasta cinco dias) y en sitios distantes a la lesion
primaria (Koshinaga, 1995; Watanabe, 1999). Esta activacion se lleva a cabo
principalmente en tractos de la materia blanca dando como resultado el inicio de la
degeneracion Valeriana (Frisen, 1994). La microglia puede tener una accion dual
después de una lesion, ya que activada en una forma clasica (a través de
substancias quimicas) produce una gran cantidad de compuestos toxicos y
contribuye al dafio tisular. Sin embargo, cuando es activada directamente por la
respuesta adaptativa, es capaz de amortiguar las concentraciones de glutamato
extracelular y ademas producir factores neurotréficos como NGF y NT 4/5

(Shaked et al., 2004;Shaked et al., 2005) .

La activacion de los macréfagos origina una liberacion excesiva de
glutamato, citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-6) y activacion de la iINOS
(Leskovar et al., 2000; Satake et al., 2000). Ademas, la activaciéon de los

macrofagos genera la produccidon de ciclooxigenasas, que son enzimas claves en
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la conversidon del acido araquidonico a prostanoides. Los prostanoides tienen una
amplia variedad de propiedades inmunomoduladoras y tienen el potencial de

aumentar la lesion secundaria (Schwab et al., 2000).

La presencia de macréfagos en el area de la lesion puede durar hasta siete
dias, mientras que la microglia activa se puede encontrar en las ratas hasta por 2
a cuatro semanas (Popovich, 1997). Finalmente, la sobreactivacion de estas
células puede generar “células fantasma”, que pueden encontrarse aun meses a

afnos después de la lesion (Popovich y Jones, 2003).

Después de la fagocitosis de detritus, los macréfagos inician su funcién como
células presentadoras de antigenos (APC) ya que expresan en mayor cantidad
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase Il gracias a la accién
del interferén-y (Popovich et al., 1993), adquiriendo con ello una mayor capacidad
para interactuar con los linfocitos T CD4+, generando una respuesta celular
caracterizada por citocinas proinflamatorias. Los linfocitos T empiezan a infiltrar el
tejido medular de los 3 a los 7 dias poslesion periodo durante el cual inicia su
interaccion con las APCs (Popovich et al., 1997), su activacién y diferenciacién
hacia el fenotipo Th1 (Jones et al., 2004) con la consiguiente liberacién de

citocinas proinflamatorias.
AUTORREACTIVIDAD Y AUTORREACTIVIDAD PROTECTORA

Durante la ontogenia las células del sistema inmune desarrollan, en forma
aleatoria, la capacidad para responder contra los antigenos, extrafios o propios. La

mayoria de los linfocitos T y B que reconocen antigenos propios son eliminados
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inmediatamente después de su generacién, o inactivados en la periferia. Asi, se
previene el desarrollo de enfermedad autoinmune en la mayoria de los casos. Sin
embargo, los mecanismos que originan la tolerancia inmunolégica son
insuficientes para eliminar o inactivar todas las células autorreactivas ya que
practicamente todos los individuos sanos son capaces de producir
autoanticuerpos. Ademas en individuos sanos también existen linfocitos T
autorreactivos. La mayoria de los autoanticuerpos presentes en individuos sanos
se dirigen contra antigenos comunes, pero habitualmente ocultos, especialmente
intracelulares. De hecho, algunos autoanticuerpos semejan en especificidad a los
de algunos pacientes con enfermedades autoinmunes y habitualmente reconocen
un numero limitado de epitopos. Normalmente los linfocitos B productores de
dichos anticuerpos permanecen inactivados, y cuando llegan a secretarlos
generalmente son del isotipo IgM con baja afinidad. Estos autoanticuerpos se
conocen como “naturales” y se dice que cumplen funciones fisiolégicas en el

organismo. (Moreno, 1996)

La presencia de linfocitos T autorreactivos en individuos sanos es por falta
de eliminaciéon durante la ontogenia o de inactivacién en la periferia por falta de
exposicién del antigeno, dosis insuficiente de éste o falta de interaccion con las
CPA que expresan dichos antigenos en sus moléculas. Dichos linfocitos
permanecen “ignorantes” de la existencia del antigeno y, habitualmente no son
activados in vivo, por lo que, su presencia no resulta en enfermedad. Sin embargo,

cuando se rompe la tolerancia antigénica en el organismo, es decir, no se
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reconoce algun componente como propio, se desarrolla una respuesta inmune
similar a la descrita anteriormente. En esta respuesta se observa una abundante
produccion de autoanticuerpos de alta afinidad y con un cambio de isotipo a IgG,
producto de la presentacion de los antigenos propios por CPAs a los linfocitos T,
originando a su vez, la expansion de dichas células por lo que al reconocer
nuevamente estos epitopos se corre el riesgo de desarrollar una enfermedad

autoinmune. (Moreno, 1996)

La presencia de células autorreactivas, es un proceso codificado
genéticamente (Hauber, 2000), al que se le considera como fisioldgico siempre y
cuando exista una regulacién adecuada de la respuesta. Entre las células
involucradas en la generacion de esta regulacion se menciona a los linfocitos T
reguladores (Treg) quienes expresan en su superficie los marcadores CD4 y
CD25. Estas células juegan un importante papel en el control de la
autorreactividad mediante la supresién de células autorreactivas (Schwartz, 2005;

Cozzo, 2005; Kipnis, 2004).

A pesar de que la autorreactividad se relaciona inmediatamente con la
generacion de enfermedad, en la actualidad se han realizado diversos estudios en
los que se ha observado que puede tener connotaciones benéficas bajo
condiciones  especiales, generando una respuesta conocida como

“autorreactividad protectora”.

La autorreactividad protectora consiste en estimular al sistema inmune con

moléculas propias como la MBP o con péptidos derivados de la MBP que se han
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modificado en alguno de sus componentes. Estos péptidos tienen sutiles
modificaciones en la secuencia de aminoacidos, lo que produce una respuesta
protectora eliminando el riesgo de generar una enfermedad autoinmune como la
esclerosis multiple (EM) o la encefalomielitis alérgica experimental (modelo animal

de la EM).

La respuesta autoinmune protectora ha sido utilizada como una alternativa
experimental en diversos modelos como por ejemplo, dafio en nervio periféricos
(Rutkowski MD, 2004), cardiopatias de origen inmunitario (Toubi E, 2005),
lesiones en SNC, entre las que se incluye lesién de nervio éptico (Kipnis, 2002) y
LTME (Yoles, 2001), observandose resultados esperanzadores en la busqueda

de solucion para estas enfermedades.

Mediante la inmunizacién con autoantigenos, o bien citocinas como tal, se

crea un ambiente protector en las zonas afectadas en los diversos modelos.

Como este trabajo se encuentra enfocado a la LTME, se profundizara un
poco mas en los estudios previos de autorreactividad protectora que se han
llevado a cabo en este modelo de lesion. Asi se pueden mencionar los trabajos
realizados utilizando MBP en primer término, en los que se observé una mejoria
significativamente superior en los animales tratados con esta proteina que en los

pertenecientes al grupo testigo (Yoles, 2001).

Se cree que la respuesta autorreactiva protectora ejerce su efecto al
capacitar a la microglia para movilizar glutamato libre en el espacio intersinaptico,

una tarea que le corresponde a los astrocitos, sin embargo con la lesiéon disminuye
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el numero de estas células en el epicentro de lesion, lo que genera citotoxicidad

(Shaked, 2005).

Sin embargo, el uso de MBP puede generar, como se menciond
anteriormente, una enfermedad autoinmune; por ello, se realizaron ensayos con
diversos péptidos derivados de la MBP a los que se le realizaron modificaciones
en la secuencia de aminoacidos, surgiendo por ejemplo el G91, péptido que va del
aminoacido 87 al 99 al que se le sustituy6 una lisina por una glicina en la posicion
91; el 96A al cual se le cambid un residuo de prolina por una alanina en la posicion
96 (Gaur y cols. 1997), o bien el A91, al cual se le sustituydé una glicina por una
alanina en la posicion 91, siendo este ultimo el que mejores resultados
inmunoprotectores generd (Hauben y cols. 2001) y por ello fue el elegido para la
realizacion del presente estudio, a continuacion se amplia sobre las caracteristicas

del péptido y sus posibles mecanismos de accion.
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A91: CARACTERISTICAS Y MECANISMOS DE ACCION PROPUESTOS

En estudios realizados por el equipo de investigadores de Schwartz
(Hauben, 2001a; 2001b) se probaron diferentes secuencias de aminoacidos
pertenecientes a MBP, los cuales fueron nombrados de acuerdo con la sustitucion
que se realizara como A96, G91 y A91, observandose los mejores resultados para
proteger el tejido neural después de una lesién traumatica, tanto en nervio éptico
como en médula espinal con el péptido A91 consiguiendo resultados

esperanzadores.

A91 es un derivado MBP, se trata de un péptido perteneciente a la
secuencia de aminoacidos del 87 al 99 al que se le ha hecho una sustitucién en la
posicion 91, cambiando una lisina (VHFFKNIVTPRTP) por una alanina
(VHFFANIVTPRTP), en estudios anteriores a este se ha demostrado que es no
encefalitogénico. Inicialmente se utiliz6 como terapia experimental en el modelo
murino de la esclerosis multiple, la encefalomielitis alérgica experimental (EAE),

dando como resultado la remision de la enfermedad (Gaur, 1997).

MECANISMOS INMUNOREGULADORES ORIGINADOS POR A91

La activacion de los linfocitos T CD4+ depende en gran parte del conjunto

de sefales de transduccién originadas por diferentes moléculas estimuladoras y
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co-estimuladoras encontradas en la membrana celular. Entre ellas podemos
mencionar a CD28, CD4, CD3, CTLA-4 y el mismo TcR entre otros. Todas estas
moléculas originan un conjunto de sefales que pueden culminar en la activaciéon
del linfocito T. De todas estas sefales, la emitida por el TCR es un evento
importante ya que de acuerdo a algunos estudios, cambios sutiles en la estructura
del ligando del TCR resultan en efectos distintos sobre la activacion del linfocito T
(Nel AE, 2002). La presencia de aminoacidos diferentes en la regién reconocida
por el TcR (ligandos peptidicos alterados; APLs: del inglés altered peptide ligand),
o bien, la presencia de secuencias repetidas formando copolimeros, sin que se
modifique la capacidad de unién al MHC puede resultar en un cambio en el
fenotipo, anergia o ausencia del reconocimiento. En el caso de los APLs, una
pequefa variacion en la secuencia primaria peptidica puede ejercer un efecto
importante en su capacidad para interactuar ya sea con el MHC o con el mismo
TcR, convirtiendo de esta forma a un péptido agonista en uno parcialmente
agonista o incluso antagonista. Los péptidos agonistas llevan a cabo interacciones
de gran afinidad con el TcR y originan una respuesta muy intensa de los linfocitos
T, mientras que los parcialmente agonistas o antagonistas llevan acabo
interacciones de baja afinidad que originan alteracion o incluso inhibicién de la
respuesta (Jameson SC, 1995; Kersh GJ, 1996; Hall FC, 2003; Huang Y, 2003). El
APL originado de la secuencia 87-99 de la MBP (secuencia altamente
inmunogénica) denominado A91 es un péptido que de acuerdo a estudios previos
puede perfectamente funcionar como un agonista parcial. En modelos murinos de

EAE, A91 ha sido capaz de disminuir importantemente la severidad de la
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enfermedad. Dicha inhibicién se ha demostrado que es antigeno especifica y
producto de un cambio en el perfil de citocinas liberadas. Los animales con EAE y
tratados con A91 presentan una disminucion importante de los niveles de citocinas
derivadas de los linfocitos Th1 y un aumento en la liberacion de las derivadas de
los Th2. EI APL A91 origina un cambio en el patron de citocinas producidas por los
linfocitos T reactivos contra la secuencia 87-99 de la MBP, de un fenotipo Th1
(proinflamatorio; INF-gama, TNF, IL-2) a uno TH2 (antiinflamatorio; IL-4, IL-10). De
tal forma que la respuesta originada por A91 puede estar controlando la accion
destructora de los linfocitos T autorreactivos anti-87-99 mediante la regulacién de
la liberacion y actividad de las citocinas proinflamatorias, permitiendo con ello la
preservacion de un mayor substrato anatdomico para la regeneracion. Ademas la
modulacién inducida con A91 permitiria también activar a la microglia con un
fenotipo productor de factores neurotréficos (Shaked, 2004), accion que en
sinergia con la liberacion de estos mismos factores por parte de otras células
como los macréfagos (Rapalino et al., 1998) y los linfocitos T (Barouch, 2002;
Moalem, 2000), podran crear un microambiente favorable para la regeneracién

neural.

Es importante resaltar que la respuesta autorreactiva protectora tarda entre
cuatro y siete dias en desarrollarse. Durante este periodo los procesos
degenerativos contindan sin una modulacién, por ello es necesario buscar un
tratamiento conjunto que ofrezca neuroproteccion durante este periodo en que el

tejido neural no recibe los beneficios de la autorreactividad protectora.
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Como se describié en capitulos anteriores, la lipoperoxidacion es uno de los
procesos degenerativos mas agresivos que se presentan después de una LTME, y
en estudios previos se demostrd que el glutation monoetil ester (GSH-MEE) es un
agente que evita el dafo ocasionado por la lipoperoxidacion (Santoscoy, 2002;
Guizar-Sahagun, 2005) y ademas tiene un efecto inmunoestimulador; es por ello
que se eligié este compuesto para utilizarse en combinacion con A91, para de esta
manera obtener una neuroproteccion mas temprana y por ello mas efectiva en la

recuperacion de las funciones de los individuos de experimentacion.
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GLUTATION: CARACTERISTICAS QUIMICAS Y FUNCIONES EN EL ORGANISMO.

Actualmente se han desarrollado agentes antioxidantes como el glutation
monoetil ester (GSH-MEE) (Grattagliano, 1999) que ha demostrado tener efecto
importante sobre la inhibicién de la lipoperoxidacién incluso después de una LTME
y ser eficientemente transportado hasta el liquido cefalorraquideo. Dicho
antioxidante, no comparte el efecto glucocorticoide de la MP pero si ha
demostrado ser efectivo para inhibir el fendmeno de la lipoperoxidacion

(Santoscoy, 2002).

El glutatién, es el tiol mas grande de las células de los mamiferos, esta
implicado en muchas funciones celulares. Este tripéptido (g-glutamil-L-cistenil-
glicina) juega un papel central en la proteccion de las células frente a los radicales
libres, especialmente frente a intermediarios reactivos del oxigeno. El glutatién
existe en dos formas, reducido (GSH) y oxidado (GSSG). Como el GSH es
facilmente oxidado, la acetilacion del grupo tiol estabiliza la molécula aumentando

su biodisponsibilidad in vivo (Meister, 1989).

La primera etapa de la sintesis del glutation es la formacién de un enlace
peptidico entre el grupo R-carboxilo del glutamato y el grupo amino de la cisteina,
mediante una reaccidn catalizada por la glutamilcisteina sintasa. La formacion de
este enlace peptidico requiere que se active un grupo R-carboxilo, lo que se
consigue con ATP. El intermediario acil-fosfato posteriormente es atacado por el

grupo amino de la cisteina. En la segunda etapa catalizada por glutation sintasa, el

48



ATP activa el grupo carboxilo de la cisteina para permitir su condensacion con el

grupo amino de la glicina (Meister, 1989).

El glutation, esta presente en elevadas concentraciones (-5mM) en las
células de los animales, actua como amortiguador de sulfhidrilos. Pasa
ciclicamente de una forma de tiol reducida (GSH) a una forma oxidada (GSSG), en
la cual los dos tripéptidos estan unidos por un puente de disulfuro. El GSSG se
reduce de nuevo a GSH por la glutatién reductasa, una flavoprotéina que utiliza

NADPH como donador de electrones (Meister, 1989).

El GSH-MEE es un compuesto que incrementa las concentraciones
intracelulares del glutation. EI GSH-MEE es altamente permeable a la membrana
celular. Una vez que se localiza en el citoplasma celular, este compuesto es
hidrolizado por esterasas originando asi un incremento en la concentracion de
glutation, facilitando con ello la funcién antioxidante de la glutation peroxidasa. El
GSH-MEE ha sido utilizado en forma efectiva para proteger a las células en contra

de agentes oxidantes (Wellner, 1984).

El glutatién juega un papel clave en la destoxificacion por que reacciona
con el peroxido de hidrogeno y los perdxidos organicos, que son los subproductos
dafinos de la via aerdbica. Ademas juega un importante papel sobre el desarrollo
de la respuesta inmune celular, pues bajas concentraciones intracelulares de
GSH-MEE da como resultado una baja en la cantidad de linfocitos T CD4. El
glutation intracelular es necesario para la proliferacion de los linfocitos T, pues es

responsable de la estimulacion mitogénica, de la activacion de los linfocitos T
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citotdoxicos, de la sintesis de DNA para la replicacion celular, asi como del

metabolismo de la interleucina 2. (Kidd, 1997)

50



JUSTIFICACION

La inmunizacién activa con péptidos no encefalitogénicos promueve una
mejor recuperacidon motora después de una LTME. Sin embargo con esta
estrategia, algunos de los fendmenos destructivos como la lipoperoxidacion no
estan siendo inhibidos desde la fase aguda de la lesion. Por otra parte, el GSH-
MEE ha demostrado ser un excelente antioxidante en modelos experimentales con
LTME, sin presentar algun efecto deletéreo sobre la funcion del sistema
inmunoldgico. La combinacién de la vacuna protectora con la administraciéon
inmediata del GSH-MEE podria ofrecer una mejor recuperacién neuroldgica que la
observada en individuos tratados sélo con la inmunizacion protectora. De igual
manera, una doble inmunizacién o la combinacion de doble inmunizacion y GSH-
MEE podrian mejorar aun mas dicho efecto. Hasta el momento ninguna de estas
posibilidades ha sido explorada. El establecimiento de wuna estrategia
neuroprotectora que incluya la utilizacion de los mecanismos protectores propios
del organismo en combinacion con otras alternativas, sera de gran utilidad no solo
para los problemas de LTME sino también en otras patologias degenerativas de
tipo agudo (trauma craneal, isquemia cerebral) o crénico (Alzheimer). En general
los estudios relacionados con la estimulacion de la autoinmunidad protectora,
abren un panorama muy interesante e innovador para el tratamiento de diferentes

patologias.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢La administracion simultdanea de la inmunizacion activa con A91 vy
glutation monoetil ester (estrategia de combinacioén), promovera una mejor
recuperacién motora, sobrevida neuronal y preservacion del tejido neural
que aquella originada por la inmunizacién por si sola, después de una

LTME?

¢Los animales sometidos a una doble inmunizacién con A91 presentaran
una mejor recuperacion motora que aquella originada en los animales con

una sola inmunizaciéon?

¢La combinaciéon de doble inmunizacién con A91 mas glutation monoetil
ester promovera una mejor recuperacion motora que aquella originada por

la doble inmunizacién por si sola?
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HIPOTESIS

La combinacion de la inmunizacién con A91 y la administracion inmediata
de glutation monoetil ester promoveran una mejor recuperacion motora,
sobrevida de neuronas y preservacion del tejido neural en comparacion

con la originada por la inmunizacion por si sola.

La inmunizacion con dos dosis de A91 promovera la recuperacion motora
mas eficientemente que la originada por la inmunizacion con una sola

dosis.

La combinacion de doble inmunizacion con A91 mas glutation monoetil
ester promovera una mejor recuperacion motora que aquella originada por

la doble inmunizacién por si sola
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OBJETIVO GENERAL

Demostrar que glutation monoetil ester y/ o la inmunizacion con dosis doble
mejora el efecto neuroprotector obtenido por la inmunizacién con una sola dosis

de A91 después de una lesién traumatica en la médula espinal.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Comparar el efecto neuroprotector de la inmunizacién con el péptido A91,

con el de la estrategia de combinacion en individuos con LTME.

2. Comparar el efecto neuroprotector de la doble inmunizaciéon con el de una

sola en individuos con LTME.

3. Comparar el efecto neuroprotector de una doble inmunizacion, con el de la
combinacion de doble inmunizacidn mas glutation monoetil ester en

individuos con lesion traumatica en la médula espinal.
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MATERIAL Y METODOS

POBLACION OBJETIVO: Ratas Sprague Dawley (ratas en las que la autoinmunidad

protectora se desarrolla de manera mas eficiente) (49).

MUESTRA: Ratas Sprague Dawley, hembras de 12 a 15 semanas de edad y con un

peso entre 220- 280 g.
TAMANO DE LA MUESTRA: Se utilizaron 10 ratas por cada grupo.

El tamafio de la muestra se determind mediante el método de Tang segunda

variante. (Kuhel, 2001)
DISENO EXPERIMENTAL

Se realizaron 3 experimentos, para cada uno se formaron grupos de 10
ratas a las cuales se les realiz6 una LTME de intensidad moderada (LTME), y se

asignaron a los tratamientos de la siguiente manera:

Experimento uno: Inmunizacién con una dosis de A91 en combinacién con

glutation monoetil ester (GSH-MEE).

Grupo 1: vehiculo

Grupo 2: inmunizacion con una dosis de A91
Grupo 3: administracion de GSH-MEE

Grupo 4: inmunizacion con una dosis de A91 mas administracion de GSH-MEE
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Experimento dos: Inmunizaciéon con dos dosis de A91 con siete dias de diferencia

entre cada una en combinacion con GSH-MEE

Grupo 1: vehiculo

Grupo 2: inmunizacion doble

Grupo 3: inmunizacion doble mas administracion de GSH-MEE

Experimento tres: Comparacion del efecto obtenido mediante la inmunizacion con
una dosis de A91 contra el obtenido con dos dosis aplicadas con siete dias de

diferencia entre cada una.
Grupo 1: vehiculo

Grupo 2: inmunizacion simple
Grupo 3: doble inmunizacion

La razon por la que se realizaron experimentos con diferentes esquemas de
inmunizacion radicé en evaluar el efecto sobre la inmunidad protectora que

pudiera observarse por el estimulo repetido al sistema inmune.

En todos los casos los animales fueron estudiados por un periodo de 70-90 dias,
tiempo suficiente para conocer el efecto del tratamiento a nivel clinico y

morfolégico (Hauben, 2000).

Para comprobar la respuesta inmune contra A91 se realizaron estudios de
proliferacion celular empleando tres animales por grupo, para todos los

experimentos.
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DESARROLLO DE ENCEFALOMIELITIS ALERGICA EXPERIMENTAL:

Para demostrar que el péptido neural modificado A91 no es encefalitogénico se

realizaron dos experimentos con ratas hembras de la cepa Lewis (cepa

susceptible a desarrollar encafalomielitis alérgica experimental) de 200 a 220

gramos de peso, integrados por dos grupos de cuatro animales cada uno. En la

Cuadro 2 se describe el esquema de inmunizacion que recibieron los diferentes

grupos de los 2 experimentos.

Cuadro 2: Esquema de inmunizacion utilizado para comprobar el desarrollo de
EAE en ratas Lewis.

Experimento Grupo/Antigeno Dosis por No. de
aplicacién aplicaciones

A91 + adyuvante completo de 150 pg 1
Freund.

Uno
PBS + adyuvante completo de 150 pl 1
Freund.
A91 + adyuvante completo de 150 nug 2
Freund.

Dos
PBS con adyuvante completo 150 pl 2"

de Freund.

* con un intervalo de 7 dias entre cada una
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METODOS DE EVALUACION
EVALUACION CLINICA

Se realiz6 cada 7 dias desde el inicio hasta el final del estudio, mediante la
utilizacién de la prueba de habilidad locomotora a campo abierto (BBB) donde la
recuperacion se califica en una escala de 0 (paralisis completa) a 21 (movilidad
completa) (Basso, 1995). Al final del estudio y sélo en aquellas ratas que
presentaron una recuperacion de igual o mayor a 10 en la escala de BBB, se
evalud también la recuperacion motora mediante la prueba de ambulacion sobre
reja de alambre donde se evalué la capacidad del animal para apoyar la planta del

pie en la reja de alambre (Kunkel-Bagden, 1993).

EVALUACION MORFOLOGICA
MARCAJE RETROGRADO DE CELULAS DEL NUCLEO ROJO.

Se realizé al final del estudio. Se seleccionaron tres ratas por grupo,
tomando la que tuviera la evaluacion de BBB mejor, el promedio de grupo y la mas
baja. Se marcaron en forma retrograda las neuronas del nucleo rojo (Hauben,
2000) mediante la aplicacién del neurotrazador dextran-rodamina por abajo del
sitio de lesidon (T12) y se comparé el numero de células marcadas (vivas) entre los
diferentes grupos. Se contaron las neuronas que sobrevivieron en cada nucleo
rojo y se obtuvo el promedio por animal y por grupo. Por lo general, los resultados

de esta prueba correlacionan con la recuperacién motora del animal.
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EVALUACION DEL NUMERO DE AXONES MIELINIZADOS EN EL EPICENTRO DE LA

LESION.

Se realizé la cuantificacion de axones mielinizados en el epicentro de la
lesion de tres ratas por grupo, siguiendo el mismo criterio de seleccion que para
sobrevida de nucleo rojo. Las muestras fueron cortadas en microtomo de un
micrometro de espesor y se tifieron con azul de toluidina. Se identifico el corte
correspondiente al epicentro de la lesién y se fotografio por medio de un
microscopio Polyvar, conectado a una computadora en la que se utilizd el
programa Matrox, se realizd6 la cuantificacibn de axones manualmente,
considerando como axon mielinizado a todo aquel que se encontrara tefiido de

azul y tuviera la morfologia correspondiente.
EVALUACION DE LA RESPUESTA AUTORREACTIVA PROTECTORA

Se evalud la respuesta contra el péptido A91 12 dias después de la
inmunizacion, en los animales con inmunizacion simple (experimento uno) y 18
dias en los animales con doble inmunizacién (experimentos 2 y 3) mediante
estudios de proliferaciéon de células totales de nddulos linfaticos inguinales de

acuerdo al siguiente disefio mostrado en la Cuadro 3.
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Cuadro 3: Diseno de experimento para proliferacion celular (n=3).

Inmunizaciéon | Tiempo de Grupo
A91 + GSH-MEE
Simple 12 dias A1
PBS
A91 + GSH-MEE
Doble 18 dias A91
PBS
Simple 18 dias A1

EVALUACION DEL DESARROLLO DE EAE

Se emplearon ratas hembra de 200-220 gramos de peso vivo, de la cepa
Lewis, cepa susceptible al desarrollo de encefalomielitis alérgica experimental, y
se inmunizaron con 150 ug de A91 emulsificado con adyuvante completo de
Freund, o bien con PBS igualmente emulsificado con adyuvante completo de

Freund, de acuerdo al disefio explicado en la Cuadro 2.
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TECNICAS

LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL.

Las ratas fueron anestesiadas mediante la inyeccién intramuscular de una
mezcla de clorhidrato de xilazina (10 mg/ Kg) y ketamina (50 mg/ Kg). Treinta
minutos después de dicha inyeccion y previa asepsia de la region téraco-lumbar,
se realizd un corte longitudinal y se ejecutd una laminectomia a nivel de la 9a
vértebra toracica hasta exponer la médula espinal. Posteriormente se realizo la
LTME mediante una contusién moderada, dejando caer un cilindro de 10 g de una
altura de 25 mm sobre el sitio expuesto, utilizando el impactador de la Universidad
de Nueva York (NYU), un aparato que ha demostrado infligir una lesién por

contusion en la médula espinal bien calibrada (Young, 1996).
INMUNIZACION

Las ratas fueron inmunizadas mediante una inyeccion intradérmica, en la
primera aplicacion y en su caso la unica se realizé la aplicacion en la base de la
cola, con 150 ug de A91 o PBS emulsificado en un volumen igual de Adyuvante
completo de Freund (CFA) conteniendo 1mg/ml de Mycobacterium tuberculosis.
La segunda aplicacion se realizo siete dias después en el area dorsal a nivel de

las 72-82 costillas.
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ADMINISTRACION DE GLUTATION MONOETIL ESTER: Se aplicaron via

intraperitoneal 2.5 mg de GSH-MEE en total, diluidos en solucion salina fisiolégica

estéril, divididos de la siguiente manera:

Cuadro 4: Aplicacion de Glutation monoetil ester.

Tiempo poslesién | mg aplicados | Volumen (ul)
20 minutos 1 mg 200
4 horas 0.5mg 200
10 horas 0.5 mg 200
20 horas 0.5 mg 200

EVALUACION MOTORA A CAMPO ABIERTO MEDIANTE LA ESCALA BBB:

Se realiz6é cada siete dias desde el inicio del experimento hasta los noventa

dias, colocando al individuo sobre un cajéon de madera pintada de 1.2 m? con

bordes de 20 cm de altura y se le observé por al menos cinco minutos para

determinar que articulacién era capaz de mover ademas de la amplitud del

movimiento en cada miembro pélvico y asi calificarla de acuerdo con la escala

BBB (Cuadro 5). Los resultados presentados son el promedio de ambos miembros

pélvicos de cada animal y posteriormente estos se promediaron de acuerdo al

tratamiento recibido.
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Cuadro 5: Escala de evaluacion locomotora a campo abierto (BBB)

Calificacion Criterio de evaluacién

0 No se observa movimiento en patas traseras (PT)

1 Movimiento limitado (arco < 50%) de una o dos articulaciones, usualmente cadera y/o rodilla

2 Movimiento amplio (arco > 50%) de una articulacién con o sin movimiento limitado de la otra.

3 Movimiento amplio de dos articulaciones.

4 Movimiento limitado de las tres articulaciones de PT (cadera, rodilla y tobillo).

5 Movimiento limitado de dos articulaciones y amplio de la tercera.

6 Movimiento amplio de dos articulaciones y limitado de la tercera.

7 Movimiento amplio de las tres articulaciones de PT (cadera, rodilla y tobillo).

8 Movimiento ritmico (coordinado) de ambas PT sin soporte de peso o colocacion de la planta pero sin
soportar peso.

9 Colocacion plantar con soporte de peso pero no esta caminando o pasos ocasionales (< 6 = al 50%),
frecuentes (51% a 94%), o constantes (95% a 100%), con soporte de peso dorsal, sin apoyo plantar.

10 Pasos ocasionales con soporte de peso plantar, sin coordinacion entre patas delanteras (PD) y PT.

11 Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, sin coordinacion entre PD y PT.

12 Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar y coordinacién ocasional entre PD y PT.

13 Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar y coordinacion frecuente entre PD y PT.

14 Constantemente da pasos con soporte de peso plantar, coordinaciéon constante entre PD y PT, y hay
rotacion interna o externa de la pata, principalmente al hacer contacto con el piso o al despegar.
También pasos plantares frecuentes, coordinacion constante entre PD y PT y pasos dorsales
ocasionales.

15 Pasos plantares y coordinacion entre PD y PT constantes. No separa los dedos o solo
ocasionalmente cuando avanza la pata hacia delante. Al hacer contacto con el piso predominio la
alineacion paralela de la pata al cuerpo.

16 Pasos plantares y coordinacion entre PD y PT constantes durante la marcha. La separacién de los
dedos ocurre frecuentemente cuando avanza la pata hacia delante. Al hacer contacto con el piso
predomino la alineacion paralela de la pata al cuerpo, pero la rota al levantarla.

17 Lo mismo (num. 16) pero al levantar la pata la mantiene alineada (sin rotar).

18 La separacion de los dedos es constante durante la marcha. Al hacer contacto con el piso predomina
la alineacion paralela de la pata al cuerpo, pero la rota al levantarla.

19 Pasos plantares y coordinacion entre PD y PT constantes durante la marcha. La separacién de los
dedos ocurre constantemente durante la marcha. Al hacer contacto con el piso y levantar, predomino
la alineacién paralela de la pata al cuerpo. Arrastra la cola parte o todo el tiempo.

20 Pasos plantares, marcha coordinada y separacién de dedos constantes. Al hacer contacto con el
piso y levantar, predomino la alineacion paralela de la pata al cuerpo, cola levantada constantemente
e inestabilidad del tronco.

21 Igual pero tronco constantemente estable (Basso , 1995)
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EVALUACION MOTORA FINA

Previamente a la lesion se entrend a los individuos para caminar sobre una
rejilla de alambre de dos metros de largo elaborada con maya de alambrén con
espacios de 2 pulgadas entre alambres y se les grabd en video. Al final del estudio
se selecciond a los individuos que obtuvieron calificaciones de 10 y superiores en
la escala BBB y se les volvié a grabar caminando sobre la rejilla. Se obtuvo el
indice de error dividiendo el numero de errores (considerandose como error a la
introducciodn de la pata en el espacio entre alambres) después de la lesidén entre el

numero de errores antes de la misma, se report6 el indice de error promedio por

grupo.

MARCAJE RETROGRADO DE LAS NEURONAS DEL NUCLEO ROJO:

Tres meses después de la lesién, 3 animales de cada grupo (seleccionados
de acuerdo con el promedio final obtenido en la BBB, el de mayor promedio, el
que cayera dentro del promedio del grupo y el mas bajo) fueron anestesiados, se
realizd una seccion completa de la médula espinal a nivel de T12 y se aplicaron en
ese sitio 1 mg del marcador Dextran-rodamina diluido en 10 yL por nucleo rojo,
mediante inyeccién con jeringa Hamilton. Después de 5 dias, las ratas fueron
nuevamente anestesiadas y decapitadas, el cerebro fue procesado para realizar
cortes por congelacion de 20 micras a nivel del nucleo rojo. Los cortes se
analizaron para cuantificar el numero total de neuronas de la region magnocelular

(neuronas de mayor tamafio en el nucleo rojo). EI promedio de ambos nucleos
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rojos en cada animal fue el que se tomdé en consideracion para realizar las

comparaciones entre los diferentes grupos.

EVALUACION DEL NUMERO DE AXONES MIELINIZADOS EN EL EPICENTRO DE LA

LESION:

Noventa dias después de la lesidon se seleccionaron tres animales por cada
grupo de acuerdo al mismo criterio que para la evaluacién de nucleo rojo, y se les

extrajo la médula espinal de acuerdo con la siguiente metodologia:

Perfusidn cardiaca: se anestesié a cada animal con el protocolo antes
descrito, se le aplicaron 1000 Ul de heparina via intraperitoneal, se esperaron 10
minutos para realizar la perfusion. Se abrié el térax, localizado el corazéon se
realizd un corte a nivel del apice y otro en la auricula derecha con un tijera, se
introdujo la canula por la parte apical y se llevé hasta la arteria aorta, ahi se fij6 la
canula con una pinza, por medio de una bomba de perfusion se lavo la totalidad
de la sangre con 250 ml de solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.2-7.4,
posteriormente se hizo transitar de 300 a 350 ml de paraformaldehido 4%, al
mismo pH, ambas soluciones se movilizaron a una velocidad de 25-30 ml/ min.
Con todos los tejidos de la rata fijos se procedidé a extraer la médula espinal, la
cual se colocd, debidamente identificada en paraformaldehido 4% durante 72
horas, posteriormente se colocé en glucosa 15% por 7 dias y finalmente en
glucosa 30% por 7 dias mas. Se cortaron fragmentos de médula tomando el

epicentro de la lesion como referencia, de esta manera se obtuvieron piezas de 1
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mm de largo aproximadamente, los cuales se procesaron con resina para
microscopia electronica, para obtener cortes mediante microtomo de 1 ug de
espesor, los cuales se tifieron con azul de toluidina y se analizaron en microscopio
optico a resolucién 40x. Se identificd el epicentro de la lesidon y se obtuvieron
fotografias secuenciales hasta cubrir la totalidad del area del corte, con las
fotografias se realizd una reconstruccion y se llevé a cabo la cuenta de axones

mielinizados.

ESTUDIOS DE PROLIFERACION CELULAR

Bajo anestesia y en condiciones de asepsia y antisepsia se obtuvieron de
cada animal los nddulos linfaticos inguinales. Una vez extraidos dichos érganos
linfoides, se colocaron inmediatamente en RPMI mas suero fetal bovino (SFB) al
20% para posteriormente ser macerados por separado (sin llegar a triturar) con el
émbolo de una jeringa estéril, mediante centrifugado se lavaron las células
obtenidas. Después de contar el numero total de células, se colocaron 250,000
células/pozo en RPMI mas SFB al 20% junto con el péptido A91, MBP, OVA y
concanavalina-A. Se incubaron las placas durante 72 h a 37° C en presencia de

5% de CO2.
Posteriormente se agregé 1 uC de H3-timidina por pozo.

Veinticuatro horas después las células fueron lavadas y lisadas para

obtener en filtros el DNA correspondiente. Finalmente las muestras se colocaron
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en viales con liquido de centelleo para ser leidas en un contador de radioactividad
beta, Beckman L5 6000 a TA y asi obtener los valores correspondientes
expresados en cuentas por minuto. Los resultados se reportaron como indice de
proliferacion, mismo que se obtuvo de dividir la proliferacion promedio obtenida en

cada quintuplicado entre la proliferacion de las células incubadas soélo en medio.

EVALUACION DEL DESARROLLO DE EAE:

Diariamente se tomd el peso corporal y se observaron los individuos para
detectar clinicamente la enfermedad mediante la escala de Fernandez (2004) que

se presenta a continuacion:

Cuadro 6: Escala de evaluacion clinica para determinar el desarrollo de EAE.

Calificaciéon Signos de enfermedad
1 Pérdida del tono muscular de la cola.
2 Debilidad en uno o ambos miembros pélvicos o ataxia central.
3 Ataxia o paralisis.
4 Paralisis severa de los miembros pélvicos.
5 Paralisis severa de los miembros pélvicos acompafiada de
incontinencia urinaria.
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DESCRIPCION OPERATIVA DE LAS VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES

LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL (LTME): Dafo en la médula
espinal causado por el impacto con un cilindro de acero de 10 g de peso que se
deja caer de una altura de 25 mm. El dafo origina inflamacién y destruccion del
tejido de la médula espinal, asi como pérdida parcial de la actividad motora en las

extremidades posteriores del 100% de los animales.

TRATAMIENTO CON GLUTATION MONOETIL ESTER: Se refiere a la administracion
de GSH-MEE después de la LTME. El glutation monoetil ester se aplicara de

acuerdo al esquema mencionado en la Cuadro 4.

INMUNIZACION: Se trata de la inyeccion intradérmica del péptido A91 en
CFA, dentro de los primeros 60 minutos después de la LTME. En los casos de

doble inmunizacion se repetira la dosis a los 7 dias.
VARIABLES DEPENDIENTES

NEUROPROTECCION: Estrategia terapéutica que previene o disminuye la
degeneracion secundaria de una lesion en la médula espinal. Mientras mayor es la
neuroproteccidon menor sera la destruccion del tejido neural y por lo tanto menor la
pérdida de funciones neurolégicas. En el presente proyecto se evalué la

neuroproteccion, mediante la cuantificacion de: células neuronales sobrevivientes
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en el nucleo rojo, el numero de axones preservados en la zona de lesién y la

recuperacion de la funcion motora de los animales lesionados.

RECUPERACION MOTORA: Capacidad que presentd el animal para mover y
apoyar sus extremidades posteriores. Se califico con la escala BBB y la prueba de
ambulacion sobre reja de alambre, la cual se reportd en porcentaje de eficiencia
para desarrollar la prueba tomando como 100% la calificacion promedio obtenida

por las mismas ratas antes de la lesién de la médula espinal.

CELULAS NEURONALES SOBREVIVIENTES EN EL NUCLEO ROJO. Se considerd
como neurona que sobrevividé después de la lesidn, a aquella que se tifid y que
presentd nucleo integro después de haber sido colocado el neurotrazador dextran-

rodamina en una region de la médula espinal caudal al sitio de lesién (T12).

AXONES MIELINIZADOS. Se consideré como axon mielinizado a todo aquel
que estuviera rodeado de una membrana tefida con azul de toluidina y presentara

forma esférica a ovoide.
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MANEJO DE DATOS Y PROCESO ESTADISTICO

Todos los datos se presentaron en forma de Figura o de Cuadro, y se procesaron

estadisticamente de acuerdo con la Cuadro 7:

Cuadro 7: Procesamiento de datos.

Evaluaciéon Criterio de selecciéon de | Presentacion de Proceso
los animales los resultados estadistico
BBB. Todos Grafica. ANOVA de
medidas
repetidas.
Capacidad para | Con calificaciones | Grafica Exacta de
dar pasos superiores a 10 en BBB Fisher.
Deambulacion Con calificaciones | Grafica ANOVA
sobre reja de | superiores a 10 en BBB
alambre.
Neuronas El promedio mas alto en | Grafica y | ANOVA,
sobrevivientes en | BBB, el promedio del | fotografias correlacion con
nucleo rojo grupo y el mas bajo. las
calificaciones
obtenidas  en
BBB.
Axones El promedio mas alto en | Grafica y | Kruskal Wallis
mielinizados en el | BBB, el promedio del | fotografias seguida de U
epicentro de la | grupo y el mas bajo. de Mann
lesiéon Whitney.
Proliferacion 3 animales lesionados e | Cuadro ANOVA
celular inmunizados, bajo las
mismas condiciones que
los de seguimiento, para
inmunizacion simple se
esperaron 12 dias
después de la lesion y
para inmunizacion doble
18 dias.
Desarrollo de EAE | 4 ratas cepa Lewis de 200 | Grafica ANOVA
a 220 gramos de peso,
con seguimiento por 30
dias para inmunizacion
simple, y 45 para
inmunizacion doble.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 1: INMUNIZACION CON UNA DOSIS DE A91 EN COMBINACION CON GSH-

MEE.

En el Cuadro 8 se enlistan las calificaciones obtenidas en la evaluacion
BBB de cada animal, ordenados de acuerdo con el grupo correspondiente, asi

como la prueba morfométrica en que fueron empleados y el resultado obtenido

EVALUACION CLINICA:

Evaluacién motora mediante la prueba a campo abierto BBB

Los animales tratados con la combinaciéon o con el GSH-MEE solo,
presentaron una mejoria en forma mas temprana (primera semana) en
comparacién con los animales tratados con A91 y los del grupo testigo; sin
embargo, dicha diferencia fue estadisticamente significativa a partir del dia 12
poslesion (p= 0.003; ANOVA). Después del dia 26, el comportamiento fue
diferente entre los grupos tratados con GSH-MEE (combinacion o GSH-MEE solo).
Los animales tratados con la combinacién fueron significativamente superiores a
los tratados so6lo con GSH-MEE. Al mismo tiempo, los tratados con A91
incrementaron su recuperacion clinica hasta alcanzar a los tratados con GSH-
MEE, superando ambos grupos a los integrantes del grupo testigo (p<0.001). Este

comportamiento de los grupos se mantuvo durante todo el seguimiento. La
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calificacion final de los diferentes grupos fue: Combinacion: 10.77+1.47, glutation:

9.77 + 1

.75; A91:10.45 £ 1.40y testigo: 8.00 + 2.84

Al comparar las curvas de seguimiento presentadas por los grupos
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0os se corroboré qye =Y racibr Hhotdra dal grupothrgtyét?1con la
T 3 b —e— GLUT
rFeRte supetior a la de los dei['pés grupas: Los grupos

(A91 y glutation) fugronlsignificatiramirgaiGMeriores
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0 2 4 6 8 10 12

Semanas poslesion

Figura 2: Evaluacion motora mediante la prueba a campo abierto BBB. Donde 2
significativamente diferente de ® y de °. (p<0.001 ANOVA de medidas repetidas)
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Cuadro 8: Identificacién de animales empleados en cada prueba.

Tratamiento Prueba Rata BBB Evaluacion
1 10.5 3812.0
Axones mielinizados en el epicentro de la 7 13.0 1358.0
lesion 46 10.5 2388.0
50 11.5 2469.0
Combinacion 26 105 178.0
Sobrevida de neuronas en el nucleo rojo 29 13 234.5
Nucleo rojo 39 10.5 165.5
47 11 168.5
Ni 64 10
inguna 66 9
56 8.5 1131
Axones mielinizados en el epicentro de la 58 9 719
lesion 60 12.5 2867
65 10 1630
3 9.5 104
GSH-MEE Sobrevida de neuronas en el nucleo rojo 16 1 171
36 13 187.5
30 8 48
2 7.5
Ninguna 69 9
49 9.5
8 9.5 1710
Axones mielinizados en el epicentro de la 11 11.5 922
lesion 43 12 2125
44 9 1625
24 9.5 117.5
A91 . . . 9 11.5 138.5
Sobrevida de neuronas en el nucleo rojo 37 9 101
53 13 168.5
25 9
Ninguna 33 10
32 11
13 10.5 1681
Axones mielinizados en el epicentro de la 27 8.5 956
lesion 63 8.5 840
Testigo 35 ! 861
12 75 48.5
Sobrevida de neuronas en el nucleo rojo 42 8.5 73
Nucleo rojo 54 11.5 134
48 2 8
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Capacidad para dar pasos

En la capacidad para dar pasos (calificacion de 10 o superior en la escala
BBB) observamos que los animales tratados con la combinacion fueron
significativamente superiores a los tratados de manera individual y estos sobre el

testigo.
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Figura 3: Capacidad para dar pasos. Donde: ?

(p<0.001 Prueba exacta de Fisher)

significativamente diferente
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Prueba de ambulacién sobre reja de alambre:

Se observé un indice de error significativamente superior en los animales
pertenecientes al grupo testigo. Entre los grupos tratados no se observo diferencia

significativa.

1.00- a

0.75-

0.50-

Indice de error

r

0.254

0.00-
GLUT/A91 GLUT A91 TESTIGO

Figura 4: Deambulacion sobre reja de alambre. Donde: ?

significativamente
diferente de ° (p < 0.05 ANOVA de una via)
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EVALUACION MORFOLOGICA

Sobrevida de neuronas motoras en el nucleo rojo:

El grupo tratado con la combinacién presenté una mayor sobrevida de
neuronas que los grupos tratados individualmente. Estos ultimos también fueron
significativamente superiores al testigo. (Figuras 5y 6). Lo cual correlacioné con

las calificaciones obtenidas en la prueba BBB (Figura 7)

200+

100+

Numero de neuronas

0-
GLUT/A91 GLUT A91  TESTIGO

Figura 5: Sobrevida de neuronas en el nucleo rojo. Donde: ? significativamente
diferente de ° y ° significativamente diferente de °.
(p< 0.05 ANOVA de una via)
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200 pm

Figura 6: Células de nucleo rojo tefiidas mediante marcaje retrégrado con Dextran
rodamina. a: glutation mas A91, b: A91; c: testigo.

300

200+

No. de neuronas

BBB

Figura 7: Correlacion entre las calificaciones obtenidas en la escala BBB y el
numero de neuronas en el nucleo rojo. (r=0.76; p< 0.0001)
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Numero de axones mielinizados en el epicentro de la lesion

En los animales tratados con la combinacion se observd que el numero de
axones mielinizados en el epicentro de la lesion fue significativamente superior al

presentado por los animales del grupo tratado con A91 y el testigo (Figuras 8 y 9).
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Figura 8: Numero de axones mielinizados en el epicentro de la lesion. Donde

significativamente diferente de ® (p=0.05, Kruskal Wallis seguida de la prueba U de
Mann Whitney) y ? significativamente diferente de © (p= 0.04)
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Figura 9: Micrografia panoramica (4x) representativa del epicentro de lesion.

79



Combinacidon GSH-MEE

Testigo

Figura 10: Micrografias de axones mielinizados en el epicentro de la lesion (40x).
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PROLIFERACION CELULAR.

En los estudios de proliferacion celular se observé que las células obtenidas
de animales tratados con la combinacion presentaron una respuesta mas intensa
al ser estimuladas con A91, sin embargo dicha diferencia no fue estadisticamente
significativa al compararse con la proliferacion celular de los animales tratados con

A91 (IP = 2.8 £ 0.3) (p>0.05 ANOVA), pero si al testigo. (Cuadro 8).

Cuadro 9: indices de proliferacién de células de ganglios linfaticos inguinales de
ratas con LTME, tratadas con dosis simple de A91

A91 + Glu A91 PBS

; InQice d_e' Inc_iice d_e’ Indice de Prol.
Antigeno Proliferacion Proliferacion
Con A 20.36 + 17.34 12.42 £ 15.45 22.59 + 20.27
Test neg 1.00 = 0.00 1.00 £ 0.00 1.00+0
PBM 0.85 £0.29 1.09 £ 0.08 0.35+0.26
OVA 1.06 =+ 0.24 1.09+£0.13 1.54 £ 0.53
A91 49422@ 2.80+0.30 @ 0.50 £ 0.30

Cultivos realizados a los 12 dias después de la inmunizacion.
Donde: @ significativamente diferente (p< 0.05 ANOVA)
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DESARROLLO DE EAE

De acuerdo con al escala de Fernandez no se observd desarrollo de la
enfermedad tanto en los animales tratados como en los pertenecientes al grupo
testigo, obteniendo todos los animales calificaciones de cero a lo largo de todo el
periodo de observacion (datos no graficados) (p> 0.05; ANOVA de medidas
repetidas), asi como tampoco hubo diferencia en pérdida/ganancia de peso

(Figura 11).
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Figura 11: Pérdida/ Ganancia de peso corporal en ratas Lewis inmunizadas con

una dosis de A91. (p> 0.05; ANOVA de medidas repetidas).

82



EXPERIMENTO 2: INMUNIZACION CON DOS DOSIS DE A91 EN COMBINACION CON

GLUTATION MONOETIL ESTER.

En el Cuadro 10 se enlistan las calificaciones obtenidas en la evaluacion
BBB de cada animal, ordenados de acuerdo con el grupo correspondiente, asi

como la prueba morfométrica en que fueron empleados y el resultado obtenido
EVALUACION CLINICA

Evaluacién motora mediante la prueba a campo abierto BBB

Al comparar las curvas obtenidas en cada tratamiento al final del estudio,

no se observo diferencia significativa entre los diversos grupos (Figura 12)
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Figura 12: Evaluacién motora mediante la prueba a campo abierto BBB. (p>0.05
ANOVA de medidas repetidas)
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Cuadro 10: Identificacién de animales empleados en cada prueba.

Tratamiento Prueba Rata | BBB | Evaluacion
5 9 136
Sobrevida de neuronas en nucleo rojo 16 9 145
68 11 249
14 5
Combinacion 29 8
Ninguna 60 !
98 | 12.5
93 11
92| 75
121 10.5 226
Sobrevida de neuronas en nucleo rojo 78 9 136
82| 115 123
32 8
A91 doble 20 75
Ninguna 64 9
74| 75
72| 75
2 10 273
Sobrevida de neuronas en nucleo rojo 63 8 39.5
79 8 12
20| 4.5
Testigo 9| 75
Ninguna 15 1
24 1 10.5
73 4
84| 7.5
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Capacidad para dar pasos

En la capacidad para dar pasos el grupo tratado con la combinacién
presentd un porcentaje mayor (33%) al observado en los animales doblemente

inmunizados con A91 (25%) y los que recibieron solo PBS (22%) (Figura 13).
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Figura 13: Capacidad para dar pasos. Donde: ? significativamente diferente (p=
0.05, prueba exacta de Fisher).
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EVALUACION MORFOLOGICA

Sobrevida de neuronas motoras en el nucleo rojo:

En la evaluacion del numero de neuronas sobrevivientes después de la
lesion, no se observé diferencia significativa entre los tres grupos estudiados
(Figura 14). Sin embargo, si presentd una correlacion significativa entre el numero

de neuronas sobrevivientes y las calificaciones obtenidas en la BBB (Figura 15)
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Figura 14: Sobrevida de neuronas motoras en el nucleo rojo. (p> 0.05; ANOVA)
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Figura 15: Coeficiente de correlacion entre la calificacion obtenida en BBB y el
numero de neuronas sobrevivientes en nucleo rojo. (r= 0.39; p= 0.02)
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EXPERIMENTO TRES: COMPARACION DEL EFECTO OBTENIDO MEDIANTE LA INMUNIZACION

CON UNA DOSIS DE A91 CONTRA EL OBTENIDO CON DOSIS REPETIDAS.

Evaluacién motora mediante la prueba a campo abierto BBB

Durante las primeras 2 semanas posteriores a la lesion, los animales tratados con
la doble inmunizacion presentaron una recuperacion motora muy similar a la
observada en los animales con inmunizacion simple. Sin embargo después del dia
21, los animales con doble inmunizacién se mantuvieron con valores similares a
los presentados por el grupo testigo mientras que los inmunizados una sola vez
incrementaron en forma significativa su capacidad de locomociéon (p<0.05
ANOVA). Al final del seguimiento los animales tratados con inmunizacion simple
presentaron una recuperacion significativamente mayor a la de los otros grupos

(p<0.001 ANOVA de medidas repetidas) (Figura 16).
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Figura16: Evaluacién motora mediante la prueba a campo abierto BBB. Donde: ?
significativamente diferente de ® (p<0.001 ANOVA de medidas repetidas)
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Puesto que las condiciones para el segundo y tercer experimento fueron

similares, se realizaron los estudios de proliferacion celular en forma conjunta.

La doble inmunizacion disminuyé en forma significativa la proliferacion de

linfocitos T. Los animales tratados con doble inmunizacién mas GSH-MEE, doble

inmunizacion y los testigo (PBS en doble aplicacién) presentaron valores similares

(p > 0.05 ANOVA) mientras que los linfocitos de animales tratados con

inmunizacion simple presentaron un indice de proliferacién significativamente

superior (IP=19.43 + 5.20 p<0.001 ANOVA) (Cuadro 11).

Cuadro 11: indices de proliferacién de células de ganglios linfaticos inguinales de

ratas con LTME, tratadas con dosis doble y simple de A91.

A91 doble + GSH-MEE A91 simple A91 doble PBS
] indice de indice de indice de
Antigeno | Indice de Proliferacion Proliferacion Proliferacion Proliferacion
Con A 142.15 + 49.64 34.02+7.22 113.97 + 26.91 170.99 + 7.67
PBM 1.33 £ 0.51 2.85+2.02 0.99 + 0.30 1.91 +£1.07
OVA 1.10+0.32 2.73+1.63 0.85+0.09 217 +1.24
A91 1.7240.92 19.43 +5.20 @ 0.94 £ 0.01 1.60 + 0.85

Cultivos realizados a los 18 dias después de la inmunizacion.
significativamente diferente al resto de los grupos (p<0.001; ANOVA).
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DESARROLLO DE EAE EN ANIMALES TRATADOS CON DOBLE INMUNIZACION.

De acuerdo con la escala de Fernandez no se observd desarrollo de la
enfermedad tanto en los animales tratados como en los pertenecientes al grupo
testigo, obteniendo todos los animales calificaciones de cero a lo largo del periodo
de observacion (datos no graficados) (p> 0.05; ANOVA de medidas repetidas), asi

como tampoco hubo diferencia en pérdida/ganancia de peso (Figura 17).
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Figura 17: Pérdida/ Ganancia de peso corporal en ratas Lewis tratadas con dos
inmunizaciones de A91. (p> 0.05; ANOVA de medidas repetidas)
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DiscusION

En este trabajo se buscé demostrar que glutation monoetil ester y la
inmunizacion con dosis doble mejora el efecto neuroprotector obtenido por la
inmunizacion con una sola dosis de A91 después de una lesion traumatica en la
médula espinal; asi como comparar el efecto neuroprotector de la inmunizacion
con el péptido A91, con el de la estrategia de combinacion; comparar el efecto
neuroprotector de la doble inmunizaciéon con el de una sola y comparar el efecto
neuroprotector de una doble inmunizacion, con el de la combinacion de doble
inmunizacion mas glutation monoetil ester en individuos con lesion traumatica en
la médula espinal.

LA INMUNIZACION DE A91 EN COMBINACION CON GSH-MEE MEJORA EL EFECTO
NEUROPROTECTOR DE LOS TRATAMIENTOS INDIVIDUALES.

Los resultados obtenidos en el primer experimento donde se compara el
efecto de la inmunizacién con una dosis de A91 en combinacion con GSH-MEE,
contra los tratamientos aplicados de manera individual, muestran que la terapia de
combinacion generd una neuroproteccion mas temprana y efectiva comparada con
la observada en los tratados por separado. Esto indica que se generé una
complementacion entre los 2 tratamientos. La respuesta autorreactiva protectora,
en forma similar a toda respuesta inmune, comienza su actividad
aproximadamente a partir del cuarto dia tras la estimulacion (Roitt, 2000a), tiempo
durante el cual otros fendmenos deletéreos podrian originar una mayor
destruccion del tejido neural, sin embargo con el uso conjunto de GSH-MEE, se
aportd proteccion al tejido lesionado desde un principio. El efecto antioxidante de

GSH-MEE ha sido ya reportado incluso en modelos de LTME. En estos casos este
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compuesto ha originado una disminucidén significativa del fenémeno de
lipoperoxidaciéon (Santoscoy 2001) misma que correlaciond con una mejor
recuperacion motora (Guizar-Sahagun 2005). En el presente trabajo, la
recuperaciéon motora de los animales tratados con GSH-MEE (grupo tratado de
manera individual o grupo tratado con la combinacion) fue muy similar durante la
primera semana de observacion, misma que resulté aun mejor que la presentada
por el grupo tratado solo con A91. Este efecto benéfico inicial fue sin duda
proporcionado por el GSH-MEE el cual evit6 la pérdida de axones y en
consecuencia de neuronas por fendmenos ligados a la lipoperoxidacion
(Santoscoy, 2001). Sin embargo, después de este periodo, los animales tratados
con la combinacion incrementaron aun mas su recuperacion en comparacion con
el resto de los grupos. Dicho incremento se origind al mismo tiempo en que el
grupo tratado so6lo con A91 incrementd su capacidad motora, lo que nos sugiere el
inicio del efecto benéfico inducido por la autorreactividad protectora, mismo que se
manifestd mas favorablemente en los animales tratados con la combinacion, esto
como resultado muy probablemente del efecto previo ejercido por el GSH-MEE.
Estos resultados nos sugieren que la autorreactividad protectora es un
proceso que brinda neuroproteccion, pero resulta necesario proteger al tejido de
manera temprana, dando tiempo suficiente para que el sistema inmunolégico
pueda activarse y con ello logre ejercer el efecto deseado. Con el uso de GSH-
MEE, se logré brindar esta proteccién temprana. Sin embargo, ademas de este
efecto, debemos tomar en consideracién la accion directa que este compuesto
tiene sobre el sistema inmunoldgico. Ya en apartados previos se menciono el

efecto inmunoestimulante que posee el GSH-MEE, mismo que se ve reflejado en
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la tendencia que presentaron las células de animales tratados con la combinacion
para proliferar contra el péptido A-91 en mayor medida que las células del resto de
los animales. De esta manera, la mejor neuroprotecciéon observada en los
animales tratados con la combinacion se puede atribuir al efecto antioxidante del
GSH-MEE y a la accion de la respuesta anti-A91 (autorreactividad protectora)
misma que se vio potenciada por el efecto inmunoestimulante de GSH-MEE.

Uno de los principales hallazgos de este trabajo es que un mayor
porcentaje de los animales que recibieron la combinacion, mostraron capacidad
para dar pasos (BBB = 10). Esta es una ventaja importante con respecto a los
otros tratamientos en los que el individuo gana movilidad y fuerza para sostener el
tren posterior pero en muy pocos casos gana capacidad para desplazarse en
cuadripedestacion. La ausencia de este tipo de desplazamiento es una limitante
que impide el desarrollo de las funciones basicas del individuo. Los animales
tratados con la combinacién presentaron una mayor sobrevida de neuronas en
nucleo rojo (via relacionada con la motilidad), y una mayor cantidad de axones
mielinizados en el epicentro de la lesidon. Estos 2 factores pueden ser la razén por
la que estos animales presentaron una mayor capacidad para dar pasos. Una
mejor mielinizacion axonal representa la posibilidad para transmitir en forma mas
eficiente el estimulo eléctrico a través de las fibras neurales (Ibarra y cols. 2003),
mientras mayor cantidad de mielina envuelve a la fibra la transmision del estimulo
es mas rapida (Wiliams y Chalupa; 1983). Por otra parte, la sobrevida de
neuronas relacionadas con vias motoras es también parte importante para una
mejor recuperacion. Los impulsos motores importantes de diversos origenes se

dirigen al nucleo rojo, donde hacen relevo en su camino hacia las neuronas
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motoras bajas por medio de conexiones rubrorreticulares y rubroespinales
(Paxinos, 2004); de aqui la importancia de las neuronas rubroespinales en la
recuperacion motora.

Vale la pena mencionar que en estudios de neuroproteccion los hallazgos
morfolégicos no siempre correlacionan con los hallazgos clinicos (Jakeman, 1998;
Rabchevsky, 2000); sin embargo, en el presente trabajo los hallazgos
morfoldgicos tuvieron una importante correlacién con los clinicos.

LA DOBLE INMUNIZACION CON A91 INHIBE LA NEUROPROTECCION.

Observando los resultados obtenidos en este primer experimento, se
plantedé una siguiente pregunta: ;Serd mas efectiva la neuroproteccion si se
realizan dos aplicaciones de A91 para potenciar aun mas la actividad de la
autorreactividad protectora? Esto, tomando en cuenta que una caracteristica de la
respuesta inmune especifica es la memoria, y que cuando se reinmuniza con un
antigeno la respuesta es mas rapida, mas especifica y por lo tanto mas eficiente.
Asi se procedi6 a realizar el segundo experimento en el que se aplicaron dos dosis
de A91 en combinacién con GSH-MEE. En este caso los resultados no fueron los
esperados ya que la doble inmunizacion anulé el efecto positivo de la
autorreactividad protectora, aun en los animales tratados con la doble
inmunizacion mas GSH-MEE. Este resultado negativo inducido por la doble
inmunizacion se comprobd en el tercer experimento. Para explicar este resultado
inicialmente se pensé que la doble inmunizacidon habia cambiado la especificidad
de los linfocitos T dirigiéndolos hacia el reconocimiento de un péptido agonista y
no al de un agonista parcial, cambiando entonces su activacion hacia un fenotipo

Th1, lo que ocasionaria un efecto deletéreo. Se sabe que después de un primer
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encuentro con el antigeno, la afinidad del TCR por el determinante antigénico se
incrementa como consecuencia de la mutacion somatica que experimenta la clona
de linfocitos T para mejorar el reconocimiento antigénico (Abbas, 2004). Dicho
incremento en la afinidad puede estar aumentando la intensidad de las sefales al
interior de la célula provocando con esto la activacion del linfocito hacia el fenotipo
Th1. Como se comentdé en los antecedentes, el A91 es un péptido modificado
derivado de la MBP, que actua como agonista parcial, un agonista parcial envia
sefales al interior de la célula T cualitativa y cuantitativamente diferentes a las
inducidas por un agonista. Por ejemplo, las sehales de un ligando agonista en
timocitos doble positivos induce apoptosis, mientras que las sefales de un ligando
agonista parcial a la misma célula induce seleccion positiva y diferenciacion (Xi y
Kersh; 2003). Los ligandos agonistas parciales presentan una falla en la
fosforilacion de la cadena ¢, seguida por una falta de activacion de ZAP 70, débil
cantidad de calcio ionizado intracelular, pobre movilizacién de ERK, y bajos
niveles de activacién de c-Jun cinasa (JNK); estos cambios en la senalizacion del
TCR son generalmente insuficientes para sostener la produccion de IL-2, lo que
nos lleva a que la célula entre en un estado de anergia, o bien a una activacién
con fenotipo Th2 (Nel y Slaughter; 2002).

Al cambiar la afinidad y con ello la sefalizacién hacia el interior de la célula
se podria activar al linfocito T hacia un fenotipo Th1 que como ya se ha
mencionado intensifica la respuesta inflamatoria y originaria dafio al tejido neural
como sucede en la EAE.

En el presente trabajo, al inmunizar animales susceptibles a desarrollar

EAE, tanto con dosis simples como dobles, no se demostré el desarrollo de dicha
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enfermedad, por lo que se descartd una posible conversion de los linfocitos T
hacia un fenotipo destructor.

La otra posibilidad para explicar la falta de proteccion en los animales
doblemente inmunizados es la anergia o bien la delecién clonal por agotamiento
de la clona secundario a una sobrestimulacion con el mismo antigeno (Roitt 2000,
Abbas, 2004). En ninguno de los dos casos nos seria posible ofrecer
neuroproteccion. Para comprobar esta posibilidad se realizaron también estudios
de proliferacion de linfocitos T y se demostré que en los animales con doble
inmunizacion se inhibiod la proliferacion contra A91 lo que sugiere la eliminacién o
perdida de la funcién de la clona contra A91. Se requeriran otros estudios para
poder determinar cual de las 2 posibilidades es la causante de la inhibicion del
efecto neuroprotector de A91.

La aportacion principal de este trabajo es que proporciona evidencia del
efecto positivo de la combinacion de GSH-MEE mas una inmunizacion con A91 y
del efecto negativo de la doble inmunizacién con el mismo péptido sobre la
recuperacion motora, la preservacion de axones mielinizados en el epicentro de la
lesion y la sobrevida de neuronas en el nucleo rojo después de una LTME, en
ratas Sprague Dawley. Se requerira de estudios posteriores para conocer mejor

los mecanismos que originaron estos resultados.
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1.

CONCLUSIONES

Se demostré el efecto neuroprotector de A91 y de glutation monoetil
ester, asi como un efecto sinérgico cuando se aplican en

combinacion.

La doble inmunizacién inhibié el efecto neuroprotector de A91,

probablemente a causa de delecién o bien de anergia clonal.

El péptido A91 no es encefalitogénico, ya que su aplicacién en dosis
tanto simple como doble no generé encefalomielitis alérgica

experimental en ratas susceptibles a la enfermedad.
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PERSPECTIVAS

Determinar la ventana terapéutica en que la aplicacion del tratamiento de

combinacion sera efectivo para proporcionar neuroproteccion.

Analizar los posibles efectos secundarios que genere el tratamiento con la

combinacion.

Demostrar si la inmunizacion con A91 favorece los mecanismos de

regeneracion en el tejido dafado.

Demostrar si la combinacion de GSH-MEE mas A91 favorece e incrementa

los mecanismos de regeneracién en el tejido dafado.
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