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RESUMEN 

 
La lesión traumática de médula espinal (LTME), se asocia con una serie de mecanismos 

autodestructivos, dentro de los que  la liberación excesiva de óxido nítrico por la sintasa 

inducible (iNOS), se ha relacionado con los fenómenos autodestructivos y de lipoperoxidación 

que llevan a la destrucción neural. Se han desarrollado una serie de estrategias 

neuroprotectoras para controlar estos fenómenos, sin embargo en ninguno de los casos se han 

logrado obtener beneficios importantes. Actualmente una estrategia innovadora y que ha 

ofrecido efectos interesantes es la llamada “autorreactividad protectora”, basada en la 

modulación de la respuesta inflamatoria por medio de la inmunización con péptidos neurales 

modificados como A91 y Cop-1. Dicha modulación  podría ser a través de la regulación de la 

expresión de  genes proinflamatorios, como el de la iNOS. Al momento no existe ningún 

estudio que analice el efecto de la respuesta autorreactiva sobre la expresión del gen iNOS.  

 

En este estudio se analizó la expresión de iNOS por RT-PCR después de una LTME 

en ratas Fischer 344, inmunizadas o no con A91 y Cop-1. Realizando  dos experimentos 

basados en los picos de expresión de esta enzima, estableciéndolos de la siguiente manera: 1) 

inmunización 7 días antes de LTME, analizando la expresión del gen iNOS a las 24 y 72 hrs.; 

2) inmunización 60 minutos después de LTME, analizando la expresión del gen iNOS a los 3 y 

7 días. Los resultados  obtenidos en este trabajo mostraron un incremento significativo de la 

expresión del gen después de la LTME en todos los grupos. Sin embargo, no se logró mostrar 

una disminución significativa de dicha expresión en los grupos inmunizados con los péptidos 

neurales. Bajo las condiciones de este estudio se puede concluir que: la inmunización con los 

péptidos A91 y Cop-1 al parecer no tiene un efecto significativo sobre la expresión del gen 

iNOS, no obstante  no se descarta la posibilidad de que el efecto de éstos sea a niveles pos-

transcripcionales.  

 

Palabras Claves: iNOS, neuroprotección, A91, Cop-1, lesión en médula espinal, 

autorreactividad protectora 

 



 
 
ABSTRACT 
 

As a consequence of spinal cord injury (SCI), a number of autodestructive mechanisms 

develop. Among them, the excessive release of nitric oxide (NO) from the inducible nitric 

oxide synthase (iNOS) plays an important role in neural destruction. At present, several 

strategies have been explorer in order to control the harmful effect of this phenomenon. 

Protective autoimmunity is a recent innovative strategy based on the modulation of 

inflammatory response by immunizing with neural derived peptides such as A91 and Cop-1. 

Although the use of this therapy has provided interesting neuroprotective effects, at the 

moment, the mechanisms by which protective autoimmunity is exerting its beneficial effects 

are not completely clear. Since immunization with A91 or Cop-1 induces an anti-inflammatory  

Th2-type response, we envisioned that a possible mechanism of action could be  through the 

down-regulation of proinflamatory genes such as the iNOS gene.  

 

 In order to test this hypothesis, the expression of iNOS at mRNA level was explored 

in SCI rats by RT-PCR. Animals were immunized or not with A91 or Cop-1 peptides either 7 

days before (experiment 1) or 60 min after (experiment 2) SCI. mRNA-iNOS expression was 

evaluated 24 and 72h (experiment 1) or 3 and 7 days (experiment 2) after injury. The results 

showed no significant differences among studied groups. Immunization either with A91 or 

Cop-1 peptides did not have any effect on mRNA-iNOS expression.  Although the present 

results do not support any effect of protective autoimmunity on mRNA-iNOS expression, it is 

imperative to explore the effect of this therapy on other mechanisms involved either in 

stability or translation of the mRNA. As well, it is important to elucidate the effect of 

protective autoimmunity on iNOS-enzyme activity.  

 

Key words: inducible nitric oxide synthase, neuroprotection, A91, Cop-1, Spinal Cord Injury, 

protective autoreactivity.  

 
 
 



 
 
1. INTRODUCCIÓN 

 

La lesión traumática de la médula espinal (LTME) origina la pérdida de la función 

sensorial y motora, llevando a déficit neurológico para el individuo que la sufre. La LTME 

constituye también un problema económico - social importante pues tan solo en el 2001, la 

incidencia anual en Estados Unidos de America fue de 15 a 40 casos por millón, siendo las 

causas principales los accidentes de tráfico y violencia  Diversos estudios en  los últimos 30 a 

40 años se han enfocado a describir y entender  los mecanismos autodestructivos que se llevan 

a cabo después de la LTME. Entre dichos mecanismos se encuentran: la pérdida de la 

regulación iónica, una liberación excesiva de Ca+2 intracelular, la producción de radicales libres 

(RL), una respuesta inflamatoria exagerada, la producción de óxido nírico (NO, del inglés nitric 

oxide) y la respuesta autoinmune contra constituyentes propios del sistema nervioso (Berkowitz 

M et al., 1992;Dumont et al., 2001). 

 

Las estrategias terapéuticas que se han desarrollado, intentan impedir el avance de los 

mecanismos destructores desarrollados después de una LTME, para poder preservar y 

proteger el tejido neural, no afectado directamente por la lesión. A esta serie de medidas 

protectoras se le han denominando “neuroprotección”. El objetivo de la neuroprotección es 

disminuir el daño al sistema nervioso central (SNC) después de una agresión, neutralizando  

los mediadores tóxicos o incrementando la resistencia del tejido a la toxicidad (Aguayo et al., 

1990;Gelderd and Quarles, 1990;Stokes and Reier, 1992;Jakeman L and Reier PJ., 1987). Al momento se han 

explorado diversas estrategias neuroprotectoras, sin embargo, ninguna de ellas ha logrado 

resultados clínicos satisfactorios. Es por ello, que siguen desarrollándose nuevas ideas para 

generar una terapia efectiva neuroprotectora.  

 

Una estrategia innovadora es la llamada “autorreactividad protectora” la cual esta 

basada  en modular la respuesta inflamatoria, estimulando el sistema inmunológico (SI) para 

promover protección del tejido neural (Moalem et al., 1999a;Shaked et al., 2004). En este rubro, 

diversos trabajos han demostrado que la estimulación del SI mediante inmunización activa o 

pasiva con auto-antígenos neurales como la proteina básica de la mielina (MBP; del inglés 



myelin basic protein),  reduce el daño neuronal después de una LTME (Hauben et al., 2000a). Lo 

anterior sugiere la existencia de una respuesta autoinmune que se encarga de proteger el tejido 

neural  (Moalem et al., 1999a;Schwartz and Cohen, 2000). Más aún, la inmunización con péptidos 

neurales modificados como el A91 ha mostrado también promover los efectos benéficos de la 

autorreactividad protectora después de una LTME sin el riesgo de inducir una enfermedad 

autoinmunitaria (Ibarra et al., 2004). El Cop-1, otro péptido neural modificado, inhibe en forma 

importante la encefalomielitis alérgica experimental (EAE) y el daño al tejido neural después de 

un trauma craneal (Kipnis and Schwartz, 2002), en modelos murinos y en humanos ha mostrado 

disminuir la severidad de la esclerosis múltiple (MS) (Teitelbaum et al., 1997). Al momento no se 

conocen con exactitud los mecanismos por medio de los cuales la inmunización con péptidos 

neurales modificados ejerce su acción neuroprotectora. Se sabe que dicha inmunización induce 

una respuesta inmune con predominio del fenotipo anti-inflamatorio Th2 misma que de 

acuerdo al tipo de citocinas predominantes podría tener un efecto inhibidor sobre la expresión 

del gen que codifica para la sintasa inducible del óxido nitrico (iNOS). 

 

Después de una LTME se ha observado que la actividad de iNOS está fuertemente 

involucrada en la modulación de la respuesta inflamatoria (Heba et al., 2001), además  la 

producción de NO  por esta enzima ha sido vinculada  de manera importante con la 

destrucción del tejido neural (Diaz-Ruiz A et al., 2002;Nakahara et al., 2002). La inhibición de la 

expresión del gen  iNOS  a través de la respuesta autorreactiva protectora podría ser uno de los 

mecanismos importantes por medio del cual, dicha respuesta ejerce su efecto protector sobre 

el tejido neural. Cabe mencionar, que  no existen estudios que  hayan analizado dicho efecto.  

 

Basándonos en estos antecedentes se llegó a la hipótesis de este trabajo la cual es: Si la 

inmunización con A91 o Cop-1 inducen una respuesta de células T con fenótipo 

predominante Th2 y las citocinas liberadas por estas células tienen un efecto supresor sobre la 

expresión del gen que codifica para iNOS entonces la inmunización con estos péptidos causará 

una disminución en la expresión de dicho gen en el sitio de lesión de ratas con LTME por lo 

que el presente estudio tuvo como objetivo  analizar la expresión del gen que codifica para 

iNOS en el sitio de lesión de ratas con LTME inmunizadas o no con A91 o Cop-1. 

 



2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 SISTEMA NERVIOSO  

 

El sistema nervioso (SN) ha  sido considerado hasta en la actualidad como el centro de 

regulación y la red de comunicación del cuerpo; generalmente junto con otros sistemas del 

organismo (principalmente el endocrino), lleva a cabo tres funciones elementales que  ayudan 

al organismo a mantener la homeostasis, estas funciones son: la función perceptiva  

(percepción de los estímulos interiores y exteriores),  la integradora (interpretación de los 

estímulos, aprendizaje) y la motora ( respuesta mediante acciones motoras o secreciones 

glandulares). 

 

Se divide anatómicamente en dos partes principales, el SNC y el sistema nervioso 

periférico (SNP). El SNC es el centro de regulación de todo el tejido nervioso y consiste en 

encéfalo y médula espinal. El estímulo es recibido por diversas prolongaciones del tejido 

nervioso que conectan al encéfalo y la médula espinal con receptores, músculos y glándulas, 

constituyendo el SNP.  Cada estímulo que recibe el organismo por medio de receptores 

específicos tiene un efecto ya sea causando la contracción de un músculo o la secreción en 

glándulas (Tortora G. and Derrickson B., 2006). 

 

2.1.1 CARACTERÍSTICAS  DEL SN.  

 

Fundamentalmente la organización del SN, se basa en dos tipos principales de células: 

neuronas y neuroglia. 

 

2.1.1.1 Neuronas: 

 Su función principal es la transmisión de impulsos de una parte del cuerpo a la otra. 

Son la unidad estructural y funcional del SN.  

 

 



2.1.1.2 Fisiología  neuronal 

2.1.1.2.1. Sinápsis. Las sinápsis (del σύναψις, "enlace") son uniones especializadas 

mediante las cuales las células del SN envían señales de unas a otras y a células no neuronales 

como las musculares o glandulares. 

Existen varios tipos de sinápsis: por una parte las llamadas químicas y las sinápsis 

eléctricas. Las  sinápsis eléctricas funcionan permitiendo que la corriente eléctrica fluya 

pasivamente a través de los poros de la unión en hendidura desde una neurona hasta la otra. La 

fuente habitual de corriente es la diferencia de potencial generada localmente por el potencial 

de acción. La transmisión en este tipo de sinápsis  es extraordinariamente rápida: dado que el 

flujo pasivo de corriente a través de la unión en hendidura es casi instantáneo, la comunicación 

se puede desarrollar rápidamente (Purves D., 2001;Micheli F., 2000) 

En la sinápsis química la separación entre las neuronas presinápticas y postsinápticas es 

sustancialmente  mayor que en las sinápsis eléctricas  y se denomina hendidura sináptica de 

aproximadamente 20 nm. La característica clave de todas las sinápsis químicas es la presencia 

de pequeñas organelas limitadas por una membrana, denominadas vesículas sinápticas en el 

interior de la terminación presináptica. Estas organelas esféricas están llenas de uno o más 

neurotransmisores (Micheli F., 2000). 

 

Entre los neurotransmisores se encuentran las aminas: adrenalina, dopamina y 

serotonina; los aminoácidos: glutamato, aspartato, el ácido gammaaminobutírico (GABA) y la 

glicina; moléculas pequeñas como noradrenalina e histamina (Purves D., 2001). 

 

2.1.1.3.  Células de la neuroglia. 

 

Las neuronas del SNC están sostenidas por algunas variedades de células no excitables 

denominadas en conjunto neuroglia de origen ectodérmico; estas son generalmente más 

pequeñas que las neuronas y las superan en número unas 5 a 10 veces constituyendo 

aproximadamente la mitad del volumen total del encéfalo y la médula espinal. Estas células 

intervienen en la actividad bioquímica de las neuronas. La neuroglia se divide a su vez en 

macroglia y microglia. La macroglia está constituida por: 1) los astrocitos llamados así por sus 



prolongaciones en forma de estrella y cuya función es dar sostén estructural y nutricio al SNC; 

2) los oligondendrocitos (gr oligos: pocos) poseen menos prolongaciones ramificadas que los 

astrocitos, ayudan a mantener unidas las fibras nerviosas y producen mielina que envuelven las 

fibras nerviosas localizadas en el SNC  y  3) del epéndimo.  Las células de Schawnn forman una 

vaina completa alrededor de los axones de mielina en el SNP a excepción de las terminales. 
(Geneser Finn., 2000;Snell S.R, 1994)  

 

2.1.1.3.1. Microglía. Las células microgliales son las más pequeñas de las células 

neurogliales y se hallan dispersas en todo el SNC. Poseen prolongaciones onduladas 

ramificadas semejantes a espinas.  

 

Las células microgliales del encéfalo y la médula espinal normales parecen ser inactivas 

y a veces se les denomina células de la microglía en reposo. En caso de daño al tejido nervioso, 

las células residentes de la microglía se pueden transformar en microglía activa, con actividad 

fagocítica, que actúan como células presentadoras de antígenos  profesionales. La microglía son 

las primeras células que reaccionan ante una lesión del SNC, con divisiones, modificaciones 

morfológicas y liberación de sustancias de señal (citocinas) y RL como el NO, llevan a cabo el 

proceso de fagocitosis y suelen emigrar al área de lesión. Reaccionan con los astrocitos y 

oligodendrocitos, quizás inducidas por las sustancias señal de la microglía. (Geneser Finn., 

2000;Snell S.R, 1994)  
 

2.1.2. MÉDULA ESPINAL  

 

La médula espinal (ME) se extiende  desde el foramen magno del occipital, dónde se 

continua con la médula oblongada, que corresponde en el esqueleto a la parte media del arco 

inferior del atlas, hasta el borde inferior de la primera o segunda vértebra lumbar en donde la 

parte inferior de la médula se halla situada en el vértice del cono médular. El cono médular se 

continúa por una porción adelgazada y larga que se prolonga hasta el coxis y que recibe el 

nombre de filum terminale, dicho filamento corresponde a la médula coccígea rudimentaria 
(Guyton A., 1994). 

 



La ME está compuesta por 31 segmentos en el humano y son: ocho cervicales, doce 

torácicos, cinco lumbares, cinco sacros y uno coccígeo. El primer nervio cervical surge entre el 

atlas y el occipital. La octava raíz cervical emerge del foramen intervertebral situado entre CVII 

y TI; los demás nervios raquídeos emergen de los forámenes intervertebrales situados por 

debajo de la vértebra correspondiente al mismo número (Carpenter BM ., 1994). 

 

Cada raíz nerviosa dorsal contiene fibras aferentes de las neuronas en su ganglio. 

Contienen una variedad de fibras de las estructuras cutáneas y profundas. Las fibras más 

grandes proceden de los músculos  y participan en los reflejos de la médula espinal. Las fibras 

de tamaño medio conducen impulsos de los mecanoreceptores en la piel y articulaciones. Pero 

la mayor parte de los axones en las raíces dorsales son pequeños y conducen información 

acerca de los estímulos nociceptivos (dolor) y térmicos. 

 

La ME se halla protegida por tres membranas que la envuelven  denominadas 

meninges y son: 

 

• La piamadre: es un delgado revestimiento fibroso y vascular del encéfalo y la 

médula, fijado con firmeza a su superficie e incluso penetra en todas las fisuras y surcos. 

• La aracnoides: es una estructura delicada, con fijación laxa en la superficie 

interna de la duramadre; queda separada de la piamadre por un espacio tabicado lleno de 

líquido cefalorraquídeo (rodea el encéfalo y la médula) llamado espacio subaracnoideo. Este 

espacio esta penetrado por gran número de trabéculas que forman parte de la aracnoides. 

• La duramadre: es un fuerte revestimiento fibroso que rodea todo el SNC, está 

unida con firmeza a la superficie interna del cráneo, pero sólo laxamente al canal vertebral, 

donde existe un espacio de tejido  conectivo denominado espacio epidural (Guyton ,1994). 

 

A cualquier altura de la ME que se haga un corte transversal, se observa que está 

dividida en dos partes laterales simétricas e iguales por el surco medio anterior, que penetra 

hasta la tercera parte del diámetro anteroposterior  y por el surco medio posterior, muy poco 

profundo y continuado por el tabique medio posterior, que se prolonga hasta el centro de la 

médula espinal. El surco medio anterior y el tabique anterior quedan separados en el centro de 

la médula por una porción de sustancia gris que recibe el nombre de comisura gris, ésta lleva 



en su centro un orificio que corresponde al corte  del canal central de la médula espinal (De 

Groot J, 1993). 

 

2.1.2.1. Sustancia Gris.  

 

Ocupa la parte central de la ME y en conjunto presenta la forma de una H o de dos 

medias lunas, unidas entre sí al nivel de la parte media de su convexidad por la comisura gris. 

En esta se encuentran las neuronas que reciben y responden a los estímulos nociceptivos. 
(Carpenter BM ., 1994;Guyton A., 1994;Hiernan M.B., 1998) 

 

2.1.2.2. Sustancia blanca.   

 

Está formada por dos tipos de fibras nerviosas, las mielinizadas y  las amielínicas. Las 

fibras mielinizadas de conducción rápida forman haces (fascículos) que ascienden o descienden 

a diferentes distancias. El conjunto de fibras con una función común se denominan haces. 

 

La sustancia blanca se encuentra constituida por dos vías: el sistema de fibras 

descendentes y el sistema de fibras ascendente. (Cuadros 1 y 2) 

 

Cuadro 1. Sistemas de fibras descendentes de la ME 

Nombre Función Origen Terminación Localización en la 

Médula 

Vía piramidal 

corticoespinal 

Origen de la función 

motora; modulación de las 

funciones  sensitivas 

Corteza Células  del asta 

anterior, 

interneuronas 

Cordón lateral, 

cordón anterior 

Haz 

vestibuloespinal 

Reflejos posturales Núcleo vestibular 

lateral 

Motoneuronas del 

asta anterior (para los 

extensores) 

Cordón anterior 

Haz 

rubroespinal 

Función motora Núcleo rojo Interneuronas del asta 

anterior 

Cordón lateral 

Haz 

reticuloespinal 

Modulación de 

transmisiones sensitivas 

(dolor); reflejos espinales 

(fibras) 

Formación reticular 

del tallo encefálico 

Asta anterior y 

posterior 

Fascículo propio 

(cordón anterior) 

Sistemas 

autónomos 

Modulación de las 

funciones autónomas 

Hipotálamo; 

núcleos del tallo 

Neuronas autónomas 

preganglionares 

Fascículo propio 



descendentes encefálico 

Haz 

tectoespinal 

Reflejo de rotación de la 

cabeza 

Mesencéfalo Interneuronas del asta 

anterior 

Cordón anterior 

Fascículo 

longitudinal 

medio 

Coordinación de los 

movimientos de la cabeza y 

de los ojos 

Núcleos 

vestibulares 

Sustancia gris cervical Fascículo propio 

Cuadro 2. Sistemas de fibras ascendentes en la ME 

Nombre Función Origen Terminación Localización en 

la  Médula 

Sistema del 

cordón 

posterior 

Propiocepción, tacto fino, 

discriminación  de 2 puntos

Piel, articulaciones, 

tendones 

Núcleos  de la columna 

posterior, tallo encefálico 

Cordón posterior

Haz 

espinotalámico 

Dolor localizado, 

temperatura, tacto 

Piel Asta posterior, de ahí al 

tálamo contralateral 

Cordón 

ventrolateral 

Haz 

espinocerebelos

o dorsal 

Mecanismos de 

movimiento y posición 

Articulaciones y 

tendones 

Paleocorteza cerebelosa Cordón lateral 

Haz 

espinocerebelos

o ventral 

Mecanismos de 

movimiento y posición 

Articulaciones y 

tendones 

Paleocorteza cerebelosa Cordón lateral 

Haz 

espinorreticular 

Dolor profundo y crónico Estructuras somáticas 

profundas 

Función reticular del 

tallo encefálico 

Difusa en el 

fascículo propio 

(De Groot J, 1993) 

2.1.3. LESIÓN EN  MÉDULA ESPINAL  

 

La ME se encuentra protegida por el líquido cefalorraquídeo, meninges y por los 

huesos de la columna vertebral, sin embargo, si la fuerza es de suficiente magnitud, estas 

estructuras protectoras pueden verse superadas. La lesión en médula espinal (LME) es un 

término amplio que se refiere al daño causado en la ME debido a innumerables causas que 

llevan al individuo a la paraplejía o cuadraplejía dependiendo del sitio y el grado de lesión  

pudiendo culminar con la muerte del mismo (Newman W, 2003). 

 

2.1.3.1. Antecedentes 

 

Hace 5000 años los egipcios realizaron la primera descripción de una LME y sus 

efectos, desde entonces y hasta mediados de los años cuarenta, la mayoría de los pacientes 

morían durante las primeras semanas a consecuencia del trauma inicial, por infecciones y otras 



complicaciones sistémicas. (Newman W, 2003) Posteriormente, con el avance de distintas 

disciplinas científicas y clínicas se mejoró notablemente  la posibilidad de sobrevida. A pesar de 

ello, las incidencias de morbi-mortalidad siguen siendo considerablemente elevadas, aún en 

centros especializados en este tipo de lesión. El tratamiento médico y la recuperación del 

individuo tienen un alto costo debido a los recursos tecnológicos que se necesitan y las 

limitaciones  que se observan para reintegrar al individuo en sus actividades productivas (Stover 

and Fine, 1987;Berkowitz M et al., 1992). En México, a diferencia de  otros países, no se cuenta con 

un estudio epidemiológico que describa la incidencia, mortalidad, evolución postraumática y el 

costo de atención medica de este tipo de lesiones. Se sabe que actualmente en Estados Unidos 

de America existen aproximadamente 400,000 pacientes con lesiones en la ME. La incidencia  

anual es 1 por cada 1000 personas siendo más hombres  en una relación 4:1 con respecto a las 

mujeres. Las principales causas han sido los accidentes automovilísticos (47%), accidentes 

relacionados a los deportes (24%), caídas (12%) y violencia (7%) (Lali H.S. et al., 2001). 

 

En 1966 la expectativa de vida para los individuos con LTME era de 20 años  y los 

problemas renales contribuían a ser la causa principal de muerte. En la actualidad los pacientes  

con LTME tienen una expectativa de vida  de 25 a 30 años siendo la causa principal de muerte 

las disfunciones cardiacas y respiratorias (Bunge R.P et al., 1993). 

 

2.1.3.2. Tipos de LTME.   

 

Con respecto al daño tisular las LME se agrupan en cuatro que son: 

 

1.- Maceración de la médula  en la cual la morfología es severamente distorsionada 

2.- Laceraciones médulares  

3.- Contusiones que llevan a un hematoma central que involucra un centro necrótico  

4.- Contusiones expandidas en las cuales no tienen un centro necrótico en el sitio de 

lesión (Bunge R.P et al., 1993;Bunge R.P et al., 1997). 

 

De estos cuatro tipos de lesión,  la de contusión representa del 25 al 40% de los casos y 

es una lesión progresiva que aumenta con respecto al tiempo (Basso et al., 1996). 

 



 Con respecto a la localización de la LME, se caracterizan en: 

1.-Lesión central pequeña casi siempre afecta al haz espinotalámico en ambos lados.  

2.-Lesión central grande implica además de las vías del dolor, a las porciones de los 

haces adyacentes, la sustancia gris adyacente o ambas (De Groot J, 1993). 

3.-Lesión periférica irregular (herida penetrante o compresión de la medula) incluye a 

las vías largas y la sustancia gris, de manera que se anulan las funciones por debajo del 

nivel de la lesión. Ocurre de manera temprana una alteración de la función motora. El 

compromiso de las células motoras  de las astas grises anteriores a nivel de la lesión da 

lugar a una parálisis parcial o total de los músculos, con pérdida del tono muscular (De 

Groot J, 1993;Snell S.R, 1994). 
4.- La hemisección de la ME causa el síndrome de Brown – Séquard que puede ser 

resultado de siringomelina, tumor medular hematomielia, heridas por balas o 

puñaladas.Los signos y síntomas son parálisis ipsolateral de la motoneurona inferior en 

el segmento de la lesión, pérdida contralateral de las sensaciones de dolor y 

temperatura por debajo de la lesión.  

5.-La sección medular completa, da como resultado una pérdida completa de toda la 

sensibilidad y los movimientos voluntarios por debajo del nivel de la lesión (De Groot J, 

1993).  

 

2.1.3.3. Fisiopatología de la LTME.  

 

Después de una LTME se presenta lo que se conoce con el término de “CHOQUE 

ESPINAL”, definido en 1850 por Marshall Hall, el cual  describe la supresión de las funciones 

nerviosas en la ME. Este es causado por la interrupción de la continuidad de las fibras 

ascendentes y descendentes (motoras, sensitivas y autónomas) (Snell S.R, 1994;Newman W, 2003). 

 

La LTME, ocasiona alteraciones estructurales y funcionales que van desde el bloqueo 

transitorio de la conducción eléctrica, hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado de 

lesión  (Goodkin R. and Cambell J.B., 1979;Balentine JD., 1983).  Después de producirse una lesión 

médular se desencadenan una serie de mecanismos autodestructivos que originan una 

disrupción  del parénquima médular con secuelas a largo plazo (Goodkin R. and Cambell J.B., 

1979;Balentine JD., 1983;Lemke et al., 1987). El daño después de la lesión mecánica se propaga de 



horas a días, lo cual ha permitido dividir la fisiopatología de la LTME en lesión primaria y 

lesión secundaria. 

 

La lesión primaria es el resultado directo del trauma inicial y sus consecuencias varían 

de acuerdo al tipo, lugar e intensidad del mismo. La  lesión secundaria es producida por una 

secuencia de eventos que siguen a la lesión primaria. Los estudios experimentales y las 

observaciones clínicas han establecido que la lesión secundaria de la LTME es originada por 

una serie de cambios fisiopatológicos dependientes del tiempo, que inician en los primeros 

minutos de la lesión y continúan durante los siguientes días e incluso meses. Las alteraciones 

que ocurren en el tejido nervioso generan una cascada de eventos que originan una mayor 

destrucción del parénquima médular y daño neuronal irreversible (Goodkin R. and Cambell J.B., 

1979;Balentine JD., 1983). 

 

El propio mecanismo de lesión, así como la intensidad del mismo, podría  originar 

condiciones diferentes  en el desarrollo de los eventos secundarios a la lesión (Goodkin R. and 

Cambell J.B., 1979;Braughler and Hall, 1992). Esto podría repercutir en mayor forma sobre la 

sobrevida neuronal. Por otra parte  la intensidad de la lesión también es un factor que puede 

influir directamente sobre el resultado de algunos fenómenos secundarios, dentro de los cuales 

se encuentran la pérdida de regulación iónica, la intensidad de la respuesta inflamatoria,  la 

peroxidación de lípidos (lipoperoxidación); siendo todos estos fenómenos altamente 

relacionados influyendo unos en otros. Además la producción de RL y peroxidación de lípidos, 

la acumulación de lactato, liberación de neurotransmisores con efecto tóxico tales como 

aminoácidos excitatorios, monoaminas y neuropéptidos son mecanismos que también 

contribuyen a la lesión y muchos de ellos originan la alteración del flujo sanguíneo, isquemia 

local, formación de edema, necrosis del tejido, desmielinización e inflamación (Braughler and Hall, 

1992) . 

 

2.1.3.3.1. Pérdida de regulación iónica. Es el primer mecanismo secundario que 

aparece después de la LTME, se da cuando se incrementa la concentración de los iones de Na+ 

y Ca2+ intracelulares y disminución de los iones de K+ y Mg2+; esto lleva a una despolarización 

de la membrana neuronal y al acarreo de moléculas de agua asociadas con los iones Na+ y Ca2+ 

lo que produce edema (Lemke et al., 1987;Young and Koreh, 1986). El exceso de Ca2+ libre 



intracelular inhibe las funciones mitocondriales y activa las proteasas neutras que destruyen los 

neurofilamentos, parte fundamental del citoesqueleto axonal, observándose en las primeras 

horas o días poslesión un colapso y fragmentación axonales (Siegel G.J et al., 1998). Además de 

llevarse a cabo la activación de las fosfolipasas, las cuales favorecen la liberación de ácidos 

grasos a partir de los fosfolípidos de  membrana y dan lugar a la formación de productos 

propios de la desintegración de la membrana (ácido araquidónico, leucotrienos y 

tromboxanos), originando la pérdida estructural y funcional de los constituyentes de la 

membrana, cabe mencionar que principalmente actúan destruyendo la mielina (Balentine, 1988).  

 

Por otra parte se observa liberación de glutamato y aspartato en grandes cantidades (15 

minutos después de la LTME) 6 veces más que los niveles fisiológicos (Christensen M.D et al., 

1996), debido a una sobreestimulación de los receptores ionotróficos de glutamato (GluRs), el 

resultado es la entrada masiva de Ca2+  y del flujo de Na +, este último se ha visto que puede 

provocar un incremento secundario de Ca2+ intracelular, llevando a una sobreexcitación de las 

neuronas viables y muerte neuronal; este efecto tóxico se conoce como excitotoxicidad (Faden 

and Simon, 1988). El concepto de excitotoxicidad se refleja principalmente en la glía del CNS. 

Dentro de las células gliales o neuroglia se encuentran los astrocitos, oligodendrocitos y la 

microglía. Sin embargo las células más susceptibles al fenómeno de excitotoxicidad son los 

oligodendrocitos los cuales son los encargados de mielinizar a los axones debido a que estos 

son altamente vulnerables a la sobre activación de GluRs, las señales de excitotoxicidad están 

regulados por los receptores de glutamato tipo AMPA y kainato. Estos receptores en los 

oligodendrocitos son activados por glutamato, en adición estas células contribuyen al control 

de los niveles de glutamato extracelular. Una  alteración aguda o crónica en la homeostasis del 

glutamato puede resultar en una sobre activación de los receptores AMPA y kainato y con ello 

a una muerte celular de los oligodendrocitos y una consecuente desmielinización (Matute C. et al., 

2001). 
 

2.1.3.3.2. Respuesta inflamatoria. La respuesta inflamatoria es un fenómeno 

característico de la inmunidad innata,  este tipo de inmunidad se refiere a todas las medidas de 

resistencia congénitas que se activan y operan desde la primera vez que el cuerpo se enfrenta a 

un patógeno; no requiere de un encuentro o exposición previa a tal agente, ni tampoco se 

modifica significativamente con exposiciones repetidas al patógeno durante toda la vida de un 



individuo, ésta es débil o ausente, pero se incrementa sustancialmente con las exposiciones 

subsecuentes volviéndose altamente específica y directa.  

 

Los sistemas inmunes innato y adquirido se componen cada uno de numerosos 

elementos que tienen la capacidad de llevar a cabo diversas funciones protectoras. Algunos de 

estos elementos son células especializadas que tienen la habilidad para reconocer, secuestrar y 

eliminar varios tipos de microorganismos o sustancias dañinas: fenómeno conocido como 

inmunidad celular o mediada por células; el resto de los componentes son macromoléculas 

solubles que circulan por la sangre y en el liquido extracelular, que actúan sobre el patógeno, la 

defensa de este tipo se le conoce como inmunidad humoral (Parslow G.T et al., 2001). 

 

Los macrófagos son considerados las células claves de la respuesta inmune ya que 

cuando son activados por reconocimiento antigénico  no solo funcionan como fagocitos, sino 

también secretan de manera específica una variedad de sustancias biológicamente activas 

dentro de los tejidos circundantes. Algunos de estos productos se liberan de forma individual 

en respuesta a estímulos específicos, mientras que otros se liberan de manera combinada para 

una respuesta más generalizada.  Ciertos productos como la lisozima, los componentes del 

complemento y el peróxido de hidrógeno poseen actividad antomicrobiana; otros como las 

elastasas y colagenasas actúan produciendo licuefacción  y remodelación de la matriz 

extracelular. Este proceso facilita la migración celular y contribuye a limpiar la zona para el 

proceso de regeneración. Los macrófagos también secretan numerosas citocinas que influyen 

sobre el crecimiento y las actividades de otros tipos celulares, como  el factor estimulante de 

colonias de granulocitos  (GM-CSF), el cual prolonga la sobrevida de los neutrófilos en los 

tejidos al suprimir su apoptosis, interleucina 6 (IL6) que induce la respuesta de fase aguda, 

factores de crecimiento de fibroblastos, prostaglandinas y quimiocinas que atraen linfocitos y 

otros leucocitos vecinos. Un punto importante, es el NO secretado por los macrófagos 

activados que no sólo ejerce una actividad antimicrobiana de amplio espectro, sino también 

actúa como mensajero para regular las funciones  de otras células vecinas; por ejemplo NO 

desencadena la liberación de histamina y otros mediadores vasoactivos por parte de las células 

cebadas y plaquetas, de modo que promueve la respuesta vascular de la inflamación (Roitt I et al., 

1996). 
 



3.1.3.3.2.1. Respuesta inflamatoria después de una LTME. Inmediatamente 

después del traumatismo que lleva a la ruptura de la barrera hematoencefálica, ocurre una 

reacción inflamatoria que involucra la acción de mediadores químicos y la participación de 

células inflamatorias lo que origina la activación de células inmunológicas residentes (astrocitos 

y microglía) y de las reclutadas desde la periferia: macrófagos, linfocitos, etc (Popovich et al., 

1997b). 
 

En esta respuesta se han caracterizado dos ondas de infiltración celular: La primera 

dominada por células polimorfonucleares (PMN) que predomina durante las primeras horas, 

los neutrófilos aparecen en la pared de venas y vénulas adyacentes a la lesión en las primeras 3 

o 4 horas, siendo observados en el tejido de las 8 a 24 horas posteriores a la lesión. La 

respuesta inflamatoria se ve reflejada por el aumento de leucocitos en el líquido 

cefalorraquídeo, la infiltración de PMN en el sitio de lesión, el incremento en los niveles de 

leucotrienos (principalmente LTB4), así como en la actividad de la mieloperoxidasa. Además se 

presenta un aumento significativo de la expresión de la molécula de adhesión intercelular 1 

(ICAM-1), la cual favorece la infiltración tisular de los neutrófilos entre las 3 y las 12 horas 

posteriores a la lesión. 

 

La segunda infiltración se caracteriza por la presencia de macrófagos, mismos que se 

observan en los primeros dos días y alcanzan un pico de los 5 a 7 días poslesión. Después de 

dos días poslesión existe proliferación y reclutamiento de macrófagos y microglía; además de  

una infiltración linfocitaria de los 3 a los 7 días poslesión. Todas estas alteraciones y 

fenómenos que ocurren en el ámbito molecular tienen relación con la degeneración gradual del 

tejido destruyendo el sustrato anatómico necesario para la recuperación neurológica (Ikeda and 

Long, 1990). 
 

La microglía activada y  los macrófagos sanguíneos extravasados constituyen la mayoría 

de células inflamatorias presentes en el sitio de lesión. Estos son morfológicamente distintos y 

responden diferente a señales moduladoras  (Popovich et al., 1999). La presencia de estos dos tipos 

celulares forman parte de  una respuesta temprana del sistema inmune innato a lesiones del 

SNC originadas por diversos mecanismos, incluyendo entre estos la isquemia  y traumatismos 

mecánicos (Mueller et al., 2003). Los macrófagos y las células de la microglía participan de manera 



importante en los procesos desarrollados después de la lesión liberando citocinas y 

neurotoxinas (Bethea et al., 1998).  

 

Ya que en el cerebro y la ME existe una considerable heterogeneidad de macrófagos;  la 

contribución relativa de una población particular, en la reacción inflamatoria local puede dictar 

si  una cascada de eventos inicia como un proceso regenerativo o destructor, todo depende del 

fenotipo en el cual se activen los macrófagos, esto se ha enfatizado sobretodo en el caso de la 

microglía. Por lo tanto no es sorprendente que varias neuronas y axones mielinizados se 

preserven en el sitio de una lesión (Popovich and Jones, 2003). 

 

Otro elemento que participa en el proceso de infiltración leucocitaria son las 

quimiocinas, una subfamilia de citocinas que juegan un papel principal en el reclutamiento de 

leucocitos específicos  a los sitios de inflamación. La  IL- 8 es una quimiocina humana de la 

subfamilia CXC ELR+. La contraparte de esta quimiocina en el roedor no ha sido identificada 

sin embargo la proteína 2 inflamatoria secretada por macrófagos (MIP-2) y KC  que son 

quimiocinas ELR+-CXC que actúan como sus homólogos funcionales.  El efecto sinérgico de 

estas dos ultimas involucra la producción de otras citocinas producidas localmente en el CNS 

por astrocitos, microglía, células endoteliales que pueden inducir una cascada de citocinas 

proinflamatorias (Zwijnenburg et al., 2003).  

 

A pesar de que se le han conferido efectos benéficos a la respuesta inflamatoria, 

después de una LTME (Lotan and Schwartz, 1994), dicha respuesta puede ser la responsable de la 

necrosis del tejido lesionado y circundante (Rothwell and Relton, 1993;Lotan and Schwartz, 1994;Zhang 

et al., 1997), ya que juega un papel muy importante en la generación de RL, mismos que dañan al 

tejido neural. Por lo anterior la función exacta de las células inflamatorias en el sitio de lesión 

ha sido y continúa siendo un tema a discusión y que a la fecha no se ha aclarado del todo.  

 

2.1.3.3.2.2. Respuesta inflamatoria y tejido neural. La producción y liberación de 

citocinas proinflamatorias y quimiocinas es uno de los primeros eventos inflamatorios que se 

desencadenan después de una LTME. 

 



Citocinas como IL1, IL6  y TNFα (del inglés, tumor necrosis factor) son conocidas 

como mediadores  de respuestas inflamatorias periféricas, y son sintetizadas y liberadas por 

varias células en el SNC. TNFα se encarga inmediatamente de reclutar neutrófilos al sitio de 

lesión al inducir la expresión de moléculas de adhesión como ICAM-1 (del inglés, endotelial 

cell intercellular adhesion molecule-1) y VCAM-1 (del inglés, vascular cell adhesión molecule 

1). También estimula la liberación de  IL8, que es un importante factor quimiotáctico para 

neutrófilos. De esta manera  TNFα afecta la permeabilidad de las células endoteliales  y  como 

consecuencia  daña la barrera hematoencefálica. Esta citocina posee también actividad 

citotóxica en contra de los oligodendrocitos pudiendo contribuir con ello a la desmielinización. 

TNFα estimula también la proliferación e hipertrofia de astrocitos promoviendo con esto la 

formación de la cicatriz glial misma que funciona como barrera a una posible regeneración 
(Camand et al., 2004; McPhail LT et al., 2005;Wang et al., 2002). 

 

En diversos estudios se ha reportado que el reclutamiento de leucocitos en la ME 

lesionada es una respuesta fisiológica asociada con la producción de citocinas y proteincinasas 

que están involucradas en la reparación del tejido lesionado. Los neutrófilos, por ejemplo, son 

las primeras células reclutadas con el objetivo de limpiar el sitio de posibles patógenos y restos 

celulares  a través del proceso de  fagocitosis (primeras fases de reparación) sin embargo al 

estar activados también dan inicio a la liberación  de una cantidad importante de neurotoxinas 

tales como: especies reactivas de oxígeno (ROS del inglés, reactive oxygen species) y radicales 

de nitrógeno (RN), así como también quimiocinas y una variedad de enzimas que de alguna 

forma promueven la destrucción tisular (Bethea et al., 1998;Popovich and Jones, 2003;Taoka et al., 1997). 

Una prueba de ello es el reporte de Taoka (1997)  quien demuestra que después de una lesión 

en la ME, el pico máximo de migración de neutrófilos correlaciona perfectamente con la 

magnitud del daño y  las alteraciones motoras observadas después de una lesión.  

 

En lo referente a los macrófagos, su activación se acompaña de la liberación de factores 

microbicidas como la mieloperoxidasa y elastasa mismas que contribuyen indudablemente a la 

lesión tisular (Giulian et al., 1993), de hecho algunos estudios han demostrado que el bloqueo  

farmacológico de los productos de estas células  promueve una mejor preservación anatómica 

y funcional después de una LTME (Blight, 1994;Popovich and Jones, 2003). A pesar de lo antes 

mencionado, la participación que tienen individualmente los macrófagos en la respuesta 



iniciada después de LTME no es muy clara.  La prueba de ello es que la señalización a través 

de los mismos receptores CR3 y Toll-like también inicia las fases tempranas de reparación 

tisular (Li et al., 2002).  La  infiltración de monocitos y macrófagos  después de una LTME tiene 

como objetivo remover los restos celulares y estimular la infiltración de nuevos vasos 

sanguíneos y células parenquimales. La infiltración de estas células, ayuda a la  interacción con 

los linfocitos T, ya que  actúan como células presentadoras de antígenos (CPA) regulando así la 

activación y proliferación de estos (Popovich and Jones, 2003). 

 

La microglía por otro lado, son células pluripotenciales capaces de desarrollar 

diferentes fenotipos. La severidad de la lesión determina la intensidad de la respuesta 

inflamatoria y por lo tanto  la cantidad de células reclutadas en el sitio de lesión y la magnitud 

de la respuesta inmunológica debido a la interacción de la microglía con  las células T, llevando 

a estas a una  especificidad antigénica que va  a regular la respuesta inmunológica  y las fases 

subsecuentes (Shaked et al., 2004). La microglía libera factores neurotóxicos incluyendo óxido 

nítrico (NO, del inglés nitric oxide) y citocinas proinflamatorias como son TNFα e IL-1β (Woo 

et al., 2004).  
  

En condiciones normales la microglía se encuentra en estado de reposo (Resting) su 

forma es ramificada con largas y finas ramas y no es fagocítica. Cuando esta célula es activada 

muestra hipertrofia  y retracción de sus procesos dando como resultado una configuración 

robusta. Finalmente y después de diversos estímulos, la microglía se puede diferenciar hacia 

una célula reactiva o fagocítica, misma que se caracteriza por mostrar extensiones cortas y  a 

diferencia  de la microglía ramificada, estas células además de ser fagocíticas son capaces de 

funcionar como células presentadoras de antígenos y de secretar citocinas, factores de 

crecimiento y RL de oxígeno. Generalmente la expresión de MHC II (del inglés, major 

histocompatibility complex) o CD4 indica que se trata de una población de microglía activada 

fagocíticamente. Después de una LME en el epicentro de la lesión se puede observar  microglía 

activada  en la materia blanca y gris  a partir del tercer día  y hasta la cuarta semana 

principalmente en la parte ventral y caudal al epicentro de la lesión (Popovich et al., 1997a). 

 

Numerosos factores asociados con el proceso de lesión pueden afectar el fenotipo de la 

microglía en la materia gris. Por ejemplo, en el epicentro de la lesión el daño a la  



microvasculatura dispuesta  entre la materia gris  y la materia blanca puede facilitar la entrada 

de citocinas al parénquima espinal, pudiendo activar subsecuentemente a las células de la 

microglía. También el daño a la materia gris y la subsecuente degeneración neuronal pueden 

resultar en una acumulación pasajera de neurotransmisores,  neuropéptidos y flujos iónicos que 

pueden llevar a una rápida activación de la microglía y macrófagos por vía específica de 

receptores o canales iónicos (Popovich et al., 1997a). 

 

Con la salida excesiva de glutamato después de una LTME, la microglía adquiere un 

fenotipo (microglía  reactiva) que expresa muy bajas cantidades de moléculas MHC II y es 

incapaz de mantener una buena interacción con los linfocitos T (Shaked et al., 2004). Este 

fenotipo se caracteriza por la liberación excesiva  de NO y TNFα  llevando a la toxicidad. En 

estas condiciones los astrocitos y las neuronas postsinápticas muestran signos de daño, 

manifestados por la expresión de ROS, estas células en ausencia de alguna intervención pueden 

llegar a la apoptosis (Hao et al.,2002).  

 

Por otra parte la microglía activada, al igual que los macrófagos, remueve los despojos 

celulares después de la lesión y es capaz también de promover la neovascularización en el área 

de lesión facilitando así la liberación de factores tróficos y nutrientes para la sobrevida y la 

proliferación  de las células migrantes en el área dañada (Shaked et al., 2004). Además, la microglía, 

es capaz de expresar transportadores para glutamato (Nakajima et al., 2001;van Landeghem et al., 2001) 

lo cual aparentemente  contribuye a amortiguar las concentraciones de glutamato y con ello  a  

proteger a las células de la toxicidad originada  por éste.    

 

Los linfocitos son las células que modulan la intensidad de la respuesta inflamatoria. Su 

participación después de una LTME ha sido también relacionada con el daño al tejido neural 

(Popovich et al., 1996). Sin embargo, en diversos estudios se ha reportado que la presencia de 

linfocitos T en el sitio de lesión favorece la recuperación funcional (Hauben et al., 2000b;Hauben et 

al., 2000a;Moalem et al., 1999a). Los linfocitos T son capaces de sintetizar factor neurotrófico de 

crecimiento (NGF del inglés, Neurotrofic growth factor), factor neurotrófico derivado del 

cerebro (BDNF, del inglés Brain Derived Neurotrofic Factor) y diversas neurotrofinas (NT3, 

NT4 y NT5) (Santambrogio et al., 1994;Moalem et al., 1999b). Además un gran número de células 

inflamatorias (linfocitos B, macrófagos, microglía, mastocitos, eosinófilos y basófilos) pueden 



ser estimuladas también por los linfocitos T para liberar NGF (Torcia et al., 1996). Estos factores 

neurotróficos pueden desempeñar  una función neuroprotectora (por ejemplo el BDNF, que 

bloquea la expresión de iNOS y promueve hasta un 40% la sobreviva de las motoneuronas) 

(Barouch and Schwartz, 2002)  o bien regeneradora (Novikov et al., 1997).  

 

Después de una LTME se desencadena una respuesta autoinmune contra 

constituyentes neurales (Popovich et al., 1996;Ibarra et al., 2003;Hauben et al., 2000b). Esta respuesta 

puede ser capaz de incrementar el daño al tejido nervioso, o bien promover  protección 

(Schwartz, 2001;Ibarra et al., 2004;Kipnis et al., 2002a;Kipnis et al., 2002b;Schwartz et al., 1999) e incluso 

restauración (Lazarov-Spiegler et al., 1996;Lotan and Schwartz, 1994;Schwartz et al., 1999;Rapalino et al., 

1998;Bomstein et al., 2003) del tejido lesionado. Los linfocitos T contra antígenos neurales, pueden 

directa o indirectamente promover protección axonal disminuyendo los efectos de la 

degeneración secundaria a través de múltiples mecanismos (Moalem et al., 1999a;Moalem et al., 2004). 

Estas células pueden actuar en forma positiva sobre el tejido nervioso ya sea mediante la 

liberación  de citocinas y factores neurotróficos o bien mediante la liberación  de quimiocinas 

para  promover la migración de otros elementos del sistema inmune como los neutrófilos y los 

macrófagos que participan  en los procesos de  protección y regeneración axonal.  

 

Como podemos observar  las células inflamatorias son capaces de promover daño, 

protección o incluso restauración del tejido neural después de una lesión. Cuando la respuesta  

se da en forma desmedida y sin control alguno ésta puede ser capaz de promover una mayor 

destrucción del tejido sano de la misma forma en que lo haría una respuesta de 

hipersensibilidad celular.  El desafió entonces es definir las  formas para manipular las vías de 

señalización de estas células para maximizar su potencial de reparación y simultáneamente 

minimizar su capacidad destructora inherente.  

 

2.1.3.3.3.3. Lipoperoxidación (LP). Cuando ocurre una LTME, los RL también 

atacan a otras biomoléculas como proteínas,  DNA (del inglés, desoxyribunocleic acid) y RNA 

(del inglés, ribunocleic acid) provocando mutaciones o daños irreversibles que llevan a la 

muerte celular (de Zwart et al., 1999). La respuesta inflamatoria, es parcialmente responsable de la 

producción de RL después de una LTME, dichas moléculas reactivas dañan las células 



nerviosas y endoteliales, originando el fenómeno conocido como lipoperoxidación (interacción 

de los RL con los ácidos grasos). 
 

El organismo genera RL en bajas concentraciones como consecuencia del metabolismo 

realizado en muchos procesos fisiológicos, sin embargo cuando su producción no es 

controlada, como sucede en muchas condiciones patológicas, los RL se convierten en 

moléculas demasiado reactivas que llegan a ser destructivas para células y tejidos. 

 

Los ácidos grasos poliinsaturados de los fosfolípidos de membrana y el colesterol son 

las estructuras celulares más susceptibles de ser atacados por los RL. Los ácidos grasos son los 

constituyentes más comunes de los lípidos y las sustancias que confieren a estos últimos su 

característica polar. (Garnier-Suillerot A. et al., 1984). 

 

La definición de los RL como tales es que son moléculas altamente reactivas que tienen 

uno o más electrones desapareados ya sea por pérdida o ganancia de ellos. Los RL conocidos 

incluyen el delta y sigma del oxígeno (O2), el anión superoxido (O-2) y el radical hidroxilo (OH) 

y su principal precursor el peróxido de hidrógeno (H2 O2). Otros RL son el azufre (S), 

nitrógeno (N), cloro (Cl), carbono (C), estos radicales son susceptibles de asociarse con el 

oxígeno y formar otros radicales como el oxido nítrico (NO). Los metales como el Fe, Mn, Co, 

Ni y Cu que pueden tener electrones sin aparear también pueden considerarse RL (Gutteridge, 

1995). 
 

2.1.3.3.4. Reacciones de la neuroglia ante una lesión. La reacción de la neuroglia 

ante una lesión, ya sea causada por un traumatismo físico o por una obstrucción vascular, se 

caracteriza por la migración de las células  microglíales al sitio de lesión, en donde proliferan y 

son activamente fagocíticas, su citoplasma se llena de lípidos y restos celulares. Acompañadas 

en su actividad de limpieza por monocitos  que migran de los vasos sanguíneos fagocitando los 

residuos de células muertas y otros desechos. 

  

Otro fenómeno se caracteriza por una proliferación de astrocitos, también llamada 

gliosis y la hiperplasia e hipertrofia  de estos, los cuales se tornan fibrosos. La pérdida de tejido 

neuronal no se compensa en volumen por la hipertrofia glial. La densa malla de prolongaciones 



astrocíticas que se forma en las áreas de degeneración neuronal produce la llamada cicatriz 

gliótica. 

 

Al responder  a una lesión, los oligodendrocitos se expanden y muestran vacuolización 

de su citoplasma, los núcleos tienden a tornarse picnóticos (característica de apostosis). Una 

grave lesión de los oligodendrocitos da lugar a desmielinización (Hiernan M.B., 1998; Snell S.R, 

1994). 

 

Las células de la microglía, están distribuidas en el CNS, sirviendo como un sensor 

patológico y comienza a activarse en respuesta a un estímulo dañino (Kreutzberg, 1996). La 

microglía activada migra hacia los sitios de lesión invadido por patógenos y se transforma 

desde el fenotipo resting (células ramificadas) a células ameboides (fagocíticas) (Kim and de, 

2005). En adición existe una sobre- regulación de receptores de superficie, como son el CR3        

(del inglés, complement receptor type 3) y MHC II, esta microglía activada puede liberar una 

serie de citocinas, quimiocinas y enzimas incluyendo IL1- β, IL-6, TNFα, TGF-β1 

(transformation growth factor-β1) ,  M-CSF (del inglés, macrophage-colony stimulating 

factors) (Hao et al.,2002); iNOS (Brown and Bal-Price, 2003), NGF (del inglés, neural growth factor), 

NT-3 (del inglés, neurotrophin-3) y BNDF (del inglés, brain neuronal derived factor) (Nakajima 

et al 2001). Por todos estas funciones es aceptado el concepto que la microglía juega un papel 

importante en lo que se refiere a la patogénesis en el CNS. Más aún el NO liberado por ésta ha 

sido relacionada con el daño al tejido nervioso después de una LME. 

 

2.1.3.3.5. Producción de óxido nítrico (NO). La comprensión de los mecanismos 

moleculares de este potente compuesto, su distribución y sus relaciones con otros agentes 

importantes del organismo han proporcionado pistas que pueden ser decisivas en la 

investigación sobre la memoria y en la búsqueda de tratamientos de algunas enfermedades 

degenerativas del sistema nervioso  (Snyder H.S . and Bredt S.D, 1992). 

 

La vida media del oxido nítrico es entre seis y diez segundos y como consecuencia de 

su reacción con el oxígeno y el agua se convierte en nitritos y nitratos Esta molécula es 

producida por diferentes tipos celulares después de una LTME y puede dañar el parénquima 



médular (Hamada et al., 1996). Las neuronas liberan NO cuando el glutamato se une al receptor de 

NMDA. Esta unión provoca la entrada de iones Ca2+ a la neurona; los iones se unen a la 

calmodulina y se activa la sintasa constitutiva de NO (cNOS, del inglés, constitutive nitric 

oxide synthase), este proceso se lleva a cabo en cuestión de milisegundos. Actualmente se sabe 

que el NO no se almacena en las vesículas, ya que por medio de microscopía electrónica  se ha 

localizado a la  sintasa del NO (NOS, del inglés, nitric oxide synthase) en el citoplasma de las 

neuronas del plexo mioentérico,  lo cual implicaría que éste se sintetiza en el momento que se 

necesita. Su liberación depende de una simple difusión desde la terminación nerviosa, ya que 

en vez de actuar sobre una proteína receptora de membrana, el NO se difunde hasta una 

neurona adyacente. El receptor es el hierro del centro activo de la enzima  que sintetiza GMP 

cíclico (cGMP). Para  enlazarse con el hierro se requieren de dos subunidades α y β (Friebe A, 

2003), inicia por un cambio tridimensional en la disposición espacial de la enzima que se toma 

más activa y aumenta la producción de GMP cíclico. Por este modo de acción tan peculiar el 

NO representa un tipo de  mensajero neuronal totalmente nuevo, implicándolo así en el 

aprendizaje y la memoria ya que en éstos existen aumentos o descensos prolongados de la 

transmisión a través de las sinápsis  después de la estimulación repetitiva de neuronas.  

 

Al comparar la NOS con otras enzimas se han encontrado semejanzas solo con P-450 

reductasa, siendo la función de transferencia de electrones de esta enzima mediada por tres 

cofactores que participan en esta canalización electrónica. Se comprende que la secuencia de 

aminoácidos en la enzima tenga lugares de reconocimiento para cada uno de estos tres 

cofactores: NADPH, flavina adenina dinucleótido y flavina mononucleótido. Cabe mencionar 

que además de estos sitios de unión la NOS posee otros sitios de los cuales carece la P450 

reductasa como son: para la calmodulina y otro para la fosforilación (protein quinasas), siendo 

esta uno de los principales mecanismos de señalización del interior de las células.  Las sintasas 

constitutivas producen NO en cantidades picomolares por tiempo corto. La iNOS 

normalmente no se encuentra expresada para hacerlo necesita un estímulo 

inmunológico/inflamatorio, es decir, la presencia de LPS o de citocinas inflamatorias como 

TNFα,  IL6, IL-1 e IFN γ, produce NO en cantidades nanomolares, por períodos prolongados 
(Lopez Jaramillo P., 2001). 

 



Una vez sintetizado el NO se difunde fácilmente a los tejidos vecinos donde se une a la 

guanilato ciclasa soluble para activarla y catalizar entonces la transformación de guanosin 

trifosfato (GTP) en guanosin monofosfato cíclico (GMPc). El NO puede unirse también a las 

proteínas de la cadena respiratorio mitocondrial de forma reversible o irreversible, 

dependiendo  de su concentración y puede ocasionar la muerte celular (Lopez Jaramillo P., 2001).    

 

En algunos estudios se ha observado que el NO reacciona con el anión súperoxido 

para formar peroxinitrito (O2- + NO =ONOO-). A pH fisiológico el peroxinitrito reacciona 

con las proteínas, los fosfolípidos, etc., o bien se descompone en productos citotóxicos como 

ion (NO2+), bióxido de nitrógeno (NO2) y radical OH, así que parte de la toxicidad del NO 

desacopla la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, produciendo RL (Siegel G.J 

et al., 1998). Además el NO tiene un efecto directo sobre aquellas enzimas en cuyos centros 

catalíticos existe hierro/sulfuro, como la ribonucleótido-reductasa, en la síntesis del ADN,  y 

en  la succionato-ubiquinona en la cadena transportadora de electrones (Schweizer and Richter, 

1994). Por otro lado, el NO juega un papel importante sobre la respuesta inflamatoria, por 

estimulación de la ciclooxigenasa, aumentando la producción de prostaglandinas y 

tromboxanos (Vladutiu, 1995). 

 

2.1.3.3.5.1 Participación del óxido nítrico y de sus sintasas en la modulación del 

sistema inmune.  El NO puede virtualmente jugar un papel regulador en cualquier etapa del 

desarrollo de la respuesta inflamatoria. Su efecto parece depender en gran parte a la 

concentración del mismo, el microambiente celular y el estado de activación de las células 

sobre las cuales ejerza su acción. Las concentraciones bajas de NO, que son producidas por las 

sintasas del óxido nítrico constitutivas endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS), inhiben la 

expresión de moléculas de adhesión, la síntesis de citocinas y quimiocinas así como la adhesión 

y migración de los leucocitos. Las concentraciones altas, que son producidas primordialmente 

por la iNOS son tóxicas y especialmente pro-inflamatorias (Guzik et al., 2003). 

  

El NO es generado enzimáticamente por dichas sintasas, las cuales oxidan L- arginina a 

L-citrulina. Cada isoforma se expresa en diferentes células del organismo, la nNOS 

primordialmente en neuronas, la iNOS, en varios tipos de células después de  estimulación 



inflamatoria (macrófagos) y  la constitutiva eNOS primordialmente en el endotelio vascular. 
(West et al., 2001;Ignarro, 2002) (Cuadro 3)  

 

Cuadro 3. Sintasas del óxido nítrico 

Sintasas eNOS nNOS iNOS 

Clonadas 

originalmente de 

Células endoteliales Células Neuronales Macrófagos 

Expresión Miocitos, plaquetas, 

neuronas 

Músculo esquelético, 

neutrófilos, neuronas 

Miocitos, células gliales, endotelio y 

neuronas 

Gen que codifica y su 

posición 

NOS 3 

7q 35-36 

NOS 1 

12q24.2-31 

NOS 2 

17q 11.2-12 

Mecanismo regulador  

principal 

Ca+2 dependiente 

(Ca-calmodulina) 

 

Ca+2 dependiente 

 

Ca+2independiente; regulación 

transcripcional principalmente po 

NFkB (del inglés, nuclear factor 

kappa β) 

Localización 

subcelular 

Aparato de Golgi Citosol 

Retículo endoplásmico 

Sarcolema 

 

Fagosomas 

(Guzik et al., 2003) 

 

En el SNC se expresan las tres isoformas de la NOS.  En los astrocitos por ejemplo se 

han reportado las 3 isoformas (Caggiano and Kraig, 1998), mientras que en la microglía y los 

oligodendrocitos sólo se ha reportado la expresión de iNOS (De Groot et al., 1997). 

 

Las tres isoformas tienen  estructuras moleculares similares, son flavoproteínas y actúan 

como dioxigenasas usando el oxígeno molecular y NADPH para transformar L- arginina a L- 

citrulina y NO (Vladutiu, 1995;Guzik et al., 2003). Una molécula importante en su constitución es la 

tetrahidrobiopterina (BH4) que es un factor clave para todas, ya que en la ausencia de ésta 

NOS produce superóxido,  en lugar de NO (Guzik et al., 2003). La nNOS y eNOS son activadas 

por la unión de la proteína reguladora de calcio, calmodulina y tienen una cinética del NO muy 

similar (West et al., 2001). La iNOS es regulada principalmente a nivel transcripcional  y no es 

dependiente de los niveles intracelulares de Ca2+.  

 

El NO formado por la eNOS es responsable del mantenimiento del tono vascular y 

prevenir la adhesión de leucocitos y plaquetas a la pared vascular. El NO formado por la 



nNOS  actúa como un  modulador o neuromediador en algunas neuronas centrales y en 

terminaciones  nerviosas periféricas no-adrenérgicas o no-acetilcolinérgicas. A diferencia de las 

sintasas constitutivas iNOS  produce NO en mayores cantidades y por un tiempo mucho más 

prolongado (Guzik et al., 2003) es por ello que el NO producido por iNOS, por sus altas 

concentraciones, ha sido relacionado con procesos inflamatorios. En microglía,  macrófagos, 

monocitos y otras células, la inducción de iNOS y la presencia de L- arginina son suficientes 

para iniciar la generación de NO. La inducción de iNOS puede ser iniciada por citocinas 

inflamatorias como IFN- γ, TNFα o IL-1 (Heba et al., 2001), sin embargo cabe mencionar que su 

mejor inductor son los lipopolisacaridos (LPS).  

 

iNOS fue descubierta por Michael A. Marletta, el cual al estimular cultivos de 

macrófagos con IFN- γ, empezaron a producir nitratos. Los macrófagos no producían nitratos 

si no había arginina, de esta manera estableció que este aminoácido era un sustrato esencial 

para la conversión a óxido nítrico, el cuál  rápidamente se transforma en nitritos y nitratos. 

Con la ayuda de Hibbs se observó que la arginina se convertía, no solo en nitratos, sino 

también en el aminoácido citrulina. Con los experimentos de Hibbs además se demostró que el 

NO destruye las células tumorales al inhibir la síntesis de ADN y la actividad del ciclo de 

Krebs, dejando a la célula sin posibilidades de aprovechar la energía metabólica (Snyder H.S . and 

Bredt S.D, 1992). 
 

La iNOS tiene un peso molecular de 130 kDa y es codificada en el cromosoma 17 

(humano). El factor NFκB activado es el responsable de la transcripción del mRNA de la 

iNOS. Los glucocorticoides y algunas citocinas, como TGF-β, IL4 o IL10, inhiben la 

inducción de iNOS (Guzik et al., 2003). De la misma manera grandes cantidades de NO formadas 

localmente pueden inhibir a la misma iNOS e incluso a la COX2.  

 

El NO y ONOO en grandes concentraciones, pueden actuar directamente sobre 

diferentes moléculas que intervienen en los procesos de señalización de las citocinas tales 

como JAK, STAT, NFkB/IkB, MAPK, algunas proteínas G y otros factores de transcripción. 

Esto lo pueden hacer a través de la nitración de cisteínas en estas proteínas lo cual puede 

originar su activación  o inactivación (Guzik et al., 2003). 



El NO derivado de la iNOS se ha relacionado también con la regulación de la 

liberación de hormonas que controlan el proceso inflamatorio. Por ejemplo el NO juega un 

papel importante en la liberación de ACTH e inhibe la liberación de corticosterona (Givalois et 

al., 2002). También se sabe que es capaz de incrementar la proliferación celular, mediar la acción 

citotóxica de las células asesinas naturales (NK, del inglés, natural killer) o activar los 

neutrófilos. Estudios realizados en animales knockout para iNOS  revelaron un papel 

importante de esta molécula en la inhibición de la producción de citocinas Th1 (INFγ) por los 

linfocitos T cooperadores (Taylor-Robinson et al., 1994) . 

 

El NO ha sido relacionado con procesos autoinmunes (Vladutiu, 1995), especialmente 

aquel producido por la iNOS. Se ha sugerido que no  participa en la fase de inducción pero si 

en la fase efectora de las enfermedades autoinmunes, ya que producido en exceso tiene un 

papel patológico, en asociación con otros radicales, en la cadena de eventos  que llevan a la 

muerte celular (Vladutiu, 1995). Varios estudios han reportado una importante correlación entre 

la presentación de EAE y el incremento en la expresión y en la actividad de iNOS (Ahn et al., 

2001;Kim et al., 2000;Okuda et al., 1997;Cross et al., 1996), más aún la mejoría clínica de esta 

enfermedad también correlaciona con una disminución  en la  expresión de esta molécula 

(Moon et al., 2004). La inhibición farmacológica de la actividad de iNOS aminora la severidad de 

la enfermedad (Pozza et al., 2000) sin embargo, la depleción total de la misma la exacerba (Fenyk-

Melody et al., 1998;Kahl et al., 2004;Sahrbacher et al., 1998). Todo parece indicar que iNOS desempeña 

una función importante en el control de la respuesta autoinmune, esta función al parecer la 

realiza limitando de alguna forma la expansión de las células T autorreactivas (Shi et al., 2001).   

 

La iNOS también ha sido involucrada de forma importante en los eventos 

desarrollados después de una LME. La actividad de esta molécula se ha detectado 4 horas 

después de la lesión y su pico máximo se ha reportado de 24 (Liu et al., 2002;Liu et al., 2001)  a 72 

horas (Diaz-Ruiz A et al., 2002;Nakahara et al., 2002) o incluso 7 días (Xu et al., 2001)  poslesión. La 

expresión y la actividad  de esta enzima después de una LME es el resultado de la activación de 

la respuesta inflamatoria y del subsecuente reclutamiento de neutrófilos, macrófagos y células 

de la microglía al sitio de lesión, reflejándose esto en el tiempo de actividad máxima de la iNOS 

(Diaz-Ruiz A et al., 2002;Nakahara et al., 2002). Las altas concentraciones de NO generado por iNOS 

favorecen la formación de peroxinitrito (ONOO), un compuesto altamente neurotóxico. De 



hecho, después de una LME las concentraciones del ONOO son de 3 a 5 veces mayores a la 

normal llegando a tener su pico máximo a las 12 horas poslesión (Xu et al., 2000).  Por otra parte 

el mismo NO en grandes cantidades puede actuar como un RL y así inducir daño celular al 

promover el desequilibrio de la permeabilidad celular o bien de la microvasculatura. Un 

incremento en la permeabilidad vascular puede llevar a un edema vasogénico y con ello a 

cambios celulares (Sharma et al., 1996). El NO influye también en forma directa  en la liberación 

de neurotransmisores, al estar incrementadas sus concentraciones puede estimular la liberación 

en exceso de glutamato, mismo que en estas circunstancias actúa primeramente hacia 

receptores NMDA promoviendo excitotoxicidad por el incremento intracelular de las 

concentraciones de Ca2+ (Dawson and Snyder, 1994).  

 

2.1.3.3.6. Autoinmunidad 

 

2.1.3.3.6.1 Autoinmunidad y LTME. El fenómeno de autoinmunidad es 

característico de una respuesta inmune específica, siendo los linfocitos las únicas células 

capaces de reconocer específicamente a los agentes patógenos u antígenos, y por tanto, son los 

encargados de iniciar la respuesta inmunitaria adaptativa.  

 

2.1.3.3.6.4. Respuesta autorreactiva.  Algunas células T autorreactivas escapan de los 

procesos tímicos de selección y aparecen en la circulación periférica, de forma que se pueden 

obtener con facilidad linfocitos T autorreactivos frente a péptidos derivados de antígenos 

tisulares específicos, como la proteína básica de la mielina, en la sangre periférica de personas 

sanas. Los linfocitos T pueden escapar  de la destrucción tímica debido a que:  

 

 No todos los antígenos propios se expresan en el timo 

 No todos los epítopos propios se unen con la suficiente afinidad como para 

producir los complejos péptido- MHC estables necesarios para la eliminación de las células T 

 No todos los TCR se unen a sus respectivos ligandos con la suficiente afinidad 

como para que se eliminen las células T. 

Las células T sólo reconocen un antígeno cuando  es presentado en forma de péptido 

asociado a MHC I o II. El repertorio de células T periféricas depende tanto del rango de 

autoantígenos como de su capacidad para unirse a los diversos antígenos MHC. La capacidad 



de los péptidos para unirse al MHC depende de las secuencias de aminoácidos de los puntos de 

unión de las moléculas MHC. Sabemos que la mayoría de aminoácidos polimórficos de las 

moléculas MHC se encuentran situados en el surco de unión con el péptido. Por lo tanto, el 

gran polimorfismo de secuencia que presentan las moléculas MHC ejerce una poderosa 

influencia sobre la unión a los péptidos y en consecuencia, sobre la activación de  las células T 
(Parslow G.T et al., 2001). 

 

La autorreactividad se impide mediante procesos que ocurren durante el desarrollo 

celular, y no esta programada genéticamente, es decir, la aptitud para distinguir entre lo propio 

y lo no propio se adquiere durante el desarrollo; desde un punto de vista inmunológico, lo 

propio incluye todos los epitopos (determinantes antigénicos) codificados por el ADN de cada 

individuo, mientras que cualquier otro epítopo es considerado ajeno. Sin embargo, no es solo 

la estructura de una molécula per se lo que determina si será considerada propia o ajena. Existen 

otras características no estructurales de un epítopo como son: 

 El momento en que los linfocitos son expuestos al epítopo por primera vez 

 El lugar en el que se produce la exposición 

 La naturaleza de las células que presentan los epítopos 

 El número de linfocitos que responden a los epítopos 

 

Así como también existen tres sistemas para impedir que los linfocitos autorreactivos 

respondan a los autoantígenos: 

 

 Eliminación clonal: eliminación física de las células del repertorio en alguna fase 

de su proceso de maduración 

 Anergia clonal: regulación negativa de los mecanismos intrínsecos de la 

respuesta inmunitaria 

 Supresión: inhibición de la actividad celular mediante la interacción con otras 

células, como las que producen citocinas  inhibidoras o los linfocitos anti-idiotípicos, que 

reconocen al propio receptor de antígeno (Roitt I et al., 1996;Parslow G.T et al., 2001). 

 

Estos sistemas dependen de numerosos factores que determinan cual de estos 

mecanismos se aplica a cada linfocito autorreactivo concreto. Entre ellos se encuentran: 1) el 



grado de madurez de la célula que se pretende silenciar, 2) la afinidad del receptor por el 

autoantígeno, 3) la naturaleza del antígeno, 4) su concentración, 5) su distribución tisular, 6) su 

patrón de expresión y 7) la disponibilidad de señales coestimulantes. En ausencia de señales 

coestimulantes es mas frecuente que los antígenos pasen desapercibidos para la respuesta 

inmunitaria. 

 

Algunas veces las células T potencialmente autorreactivas ignoran a su autoantígeno, 

este fenómeno de ignorancia de los autoantígenos se considera una forma pasiva de tolerancia 

inmunológica y se produce en las siguientes situaciones: 

 

 Cuando las células T autorreactivas no son capaces de penetrar a través de una 

barrera endotelial tras la que se encuentran confinada las células portadoras del autoantígeno. 

 

 Cuando a pesar de haber atravesado dicha barrera, las células no pueden ser 

activadas debido a que: 

 

 La cantidad de autoantígeno es demasiado pequeña como para ser detectada 

 El autoantígeno se encuentra situado en células tisulares que no expresan  

moléculas de MHC o expresan muy poca cantidad de las mismas 

 No hay suficientes células T como para organizar una respuesta inmunitaria 

eficaz 

 El antígeno se presenta en ausencia de coestimulación, mediada por varias 

moléculas de superficie, dentro de las cuales la más importante es la vía B7-CD28/CTLA-4. La 

expresión de B7 en las CPA es necesaria para la presentación de muchos antígenos y la 

subsecuente interacción con CD28 localizada en la superficie celular de la célula T, así como la 

expresión de CTLA-4 dependiente del TCR, determinan la activación de la célula T: al no 

expresarse alguna de estas o expresarse a bajos niveles, el linfocito no se activa o se energiza 
(Roitt et al., 1996). 

 

2.1.3.3.6.3. Autorreactividad y SNC. A pesar de que existen mecanismos por medio 

de los cuales estas células autorreactivas son eliminadas o inactivadas, estos son insuficientes y 

por ello prácticamente en todos los individuos sanos podemos encontrar células autorreactivas. 



Esta autorreactividad o autoinmunidad se considera normal, no es patogénica y es 

perfectamente compatible con la homeostasis. La autoinmunidad  puede ser parte de una 

respuesta inmune normal originada durante algunas enfermedades infecciosas e inflamatorias, 

sin embargo cuando es excesiva y ocasiona un estado patológico el resultado es una 

enfermedad autoinmune (Carroll and Holers, 2005;Grimaldi et al., 2005;Milner et al., 2005;Subudhi et al., 

2005). Existen diversas enfermedades consideradas como autoinmunes o al menos con un 

componente de tipo  autoinmune, tal es el caso del  lupus eritematoso sistémico (LES), la 

enfermedad de Graves,  la miastenia gravis o la esclerosis múltiple entre otras. La esclerosis 

múltiple es una afección inflamatoria desmielinizante del SNC en la que se ha reportado la 

existencia de una respuesta autoinmune contra  el principal constituyente de la mielina, la MBP 

(Revesz et al., 1994). La EAE es uno de los modelos experimentales de la esclerosis múltiple en 

ratas y ratones. Esta enfermedad  neuro-inflamatoria  puede ser inducida en estos animales, 

sensibilizando al sistema inmunologico (SI) con tejido o proteínas del SNC capaces de inducir 

dicha enfermedad (proteínas encefalitogénicas) como la MBP en adyuvante completo de 

Freund (Fuller et al., 2004;Pal and Tabira, 2002;Rao and Segal, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.4. NEUROPROTECCIÓN DE LA ME 

 

Para mitigar en lo posible la aparición de cambios fisiopatológicos capaces de 

incrementar secundariamente la lesión médular, la mayoría de las investigaciones de los últimos 

años, apuntan a la necesidad de comenzar el tratamiento, lo más precozmente posible, siendo 

el intervalo óptimo, alrededor de las 4 horas tras producirse la lesión; debido a que en este 

tiempo, comienza el infarto de la sustancia gris, y el edema se extiende a la sustancia blanca.  

Las estrategias desarrolladas se basan en evitar o contrarrestar  los mecanismos secundarios 



desarrollados después de una LTME, para poder preservar y regenerar el tejido neural, creando 

el concepto de neuroprotección (Hall and Springer, 2004;Lewitus et al., 2001;Lewitus et al., 2001). 

 

La neuroprotección es la prevención o disminución de la degeneración del tejido neural 

que acompaña a una lesión en el SNC. Esta estrategia busca disminuir el daño infligido al SNC 

por un trauma, neutralizando  los mediadores tóxicos o incrementando la resistencia del tejido 

a la toxicidad (Aguayo et al., 1990;Gelderd and Quarles, 1990;Stokes and Reier, 1992;Jakeman L and Reier PJ., 

1987), este proceso ha demostrado tener efecto después de una LTME al disminuir el grado de 

destrucción en la zona lesionada y aumentar la sobrevida de los animales (Guizar-Sahagun G et al., 

1994). Muchos agentes farmacológicos están siendo evaluados por su eficiencia en pacientes 

con LTME, ya que en modelos animales han mostrado resultados prometedores (Rhoney et al., 

1996). El uso de glucocorticoides como metilprednisolona iniciado dentro de las primeras 8 

horas posteriores a la LTME y administrado a dosis altas durante 24 horas, mejora la 

recuperación motora de los pacientes (Bracken et al., 1990). 

 

En lo que se refiere a la administración de agentes anti-inflamatorios podemos 

mencionar al compuesto antiangiogénico CM 101 el cual administrándolo una hora después de 

la lesión  en ratones se observó recuperación  en la locomoción (Wamil A W et al., 1998). 

 

El papel de materiales de la matrix extracelular ha sido también explorado, 

descubriendo una serie de moléculas usadas como estrategia neuroprotectora como las  

integrinas  y una variedad de proteoglicanos, incluyendo el condroitín sulfato (CSPG). Sin 

embargo un descubrimiento reciente es la condroitinasa ABC, que elimina un 

glucosaminoglicano del CSPG, promoviendo una mayor recuperación funcional motora en 

ratas con lesión médular (Bradbury E.J et al., 2002). 

 

El tratamiento con inhibidores de la oxido nítrico sintasa como NG- nitro- L arginina 

metilester (L-NAME) administrados durante la fase aguda de la lesión en ME en modelos 

experimentales, promueven una recuperación clínica significativamente mayor en ratones que 

recibieron el tratamiento con respecto a los que no. Sin embargo la inhibición no selectiva de 

NO resultaría tener efectos negativos en lo que se refiere a la eNOS y nNOS (Hamada et al., 

1996). 



 

Otros compuestos disminuyen la excitoxicidad provocada por el glutamato. Entre ellos 

podemos mencionar el  bloqueador de canales iónicos MK-801, así como el antagonista de 

AMPA, NBQX; los cuales han demostrado neuroprotección en modelos de contusión, en lo 

que se refiere al NBQX  promueve  principalmente sobrevida de oligodendrocitos (Rosenberg et 

al., 1999). 
 

El uso de fármacos anti-excitatorios como el sulfato de magnesio (MgSO 4) y el ribuzol, 

funcionan también como neuroprotectores, el tratamiento con estos previene y atenúa el 

fenómeno necrótico que se observa de una LME en modelos experimentales (Lang-Lazdunski et 

al., 2000). 
 

La administración de EPC-K1 una sustancia química que se une  a la vitamina E y C a 

través de uniones fosfodiester ha demostrado disminuir la LP y atenuar el daño en modelos 

experimentales de LTME (Fujimoto et al., 2000). 

 

El fármaco clembuterol también se ha propuesto como un agente que promueve 

neuroprotección, se ha descrito que tiene la capacidad de revertir la atrofia muscular después 

de una LTME cuando se administra a una concentración de 10mg/Kg. por día. El clembuterol 

es un agonista del receptor ß2 adrenérgico, que al ser estimulado promueve que se expresen 

diversos factores tróficos, además se ha observado que por medio de este mecanismo se 

promueve regeneración y neuroprotección (Zeman et al., 1999). No obstante se sabe que la 

presencia de factores tróficos aumenta la gliosis durante un daño médular, disminuyendo la 

posibilidad de nuevos contactos sinápticos.  

 

A la fecha ninguna de las estrategias antes mencionadas ha logrado proveer resultados 

clínicos satisfactorios, es por ello que siguen desarrollándose diferentes trabajos de 

investigación para encontrar una mejor terapia neuroprotectora. 

 

Actualmente, una estrategia innovadora es la que propone  estimular el propio SI para 

promover protección del tejido neural (Moalem et al., 1999a). En ella, diversos trabajos han 



demostrado que la estimulación del SI mediante inmunización activa o pasiva con auto-

antígenos neurales como la MBP, reduce el daño neuronal después de una lesión incompleta de 

la ME (LIME) (Hauben et al., 2000a), lo cual sugiere la existencia de una respuesta autoinmune 

que se encarga de proteger en este caso el tejido neural  (Moalem et al., 1999a;Schwartz and Cohen, 

2000). Los resultados de estos experimentos abren un campo nuevo en la investigación de 

LTME donde el control de la respuesta autoinmune puede ser benéfico bajo ciertas 

condiciones. 

 

2.1.4.1. Autorreactividad protectora. 

 

La interacción entre el sistema inmune y SNC es única, en parte porque este último se 

caracteriza por ser un sitio inmunológicamente privilegiado. Dicha interacción se hace 

probablemente más evidente después de una lesión en el SNC ya que se pone de manifiesto el 

importante papel de la actividad inmunológica en el mantenimiento y la reparación del tejido 

neural. Existe clara evidencia, por ejemplo, de la habilidad de la respuesta inflamatoria para 

promover la reparación del SNC  después de una lesión (Lazarov-Spiegler et al., 1996;Rapalino et al., 

1998). Adicionalmente, estudios recientes han demostrado el papel importante que desempeña 

también la respuesta inmune específica en la recuperación del SNC lesionado (Moalem et al., 

1999a). 
 

Después de una lesión en el SNC las células T migran hacia el sitio dañado y ahí se    

acumulan en cantidades que son incluso mayores a las observadas en el SNC no lesionado 

(Schwartz et al., 1999;Moalem et al., 1999b). Para saber si la mayor acumulación de células T es 

benéfica ó dañina en el SNC lesionado, se han utilizado modelos experimentales de lesión 

parcial en nervio óptico de ratas. En este modelo, la lesión axonal fue seguida por una 

transitoria acumulación de células T endógenas en el sitio de lesión (Hirschberg et al., 1998). 

 

Recientemente se ha demostrado que el SI juega también un papel muy importante en 

los procesos de cicatrización,  producción de tejido conectivo, angiogénesis y regeneración de 

tejidos vulnerables. Por lo tanto la función primaria del SI no es solamente el defender el 

organismo contra ataques externos sino también participar en el mantenimiento y reparación 

del mismo (Schwartz et al., 1999). Algunas evidencias indican que algunas formas de intervención 



del sistema inmune pueden ayudar a proteger o restaurar la integridad del SNC. Se ha 

demostrado que  el sistema inmune innato, representado por macrófagos activados, puede 

facilitar el proceso de regeneración del SNC, así como las células T que son específicas contra 

la  MBP pueden proteger a las neuronas del SNC de la degeneración  que se extiende del sitio 

de lesión a áreas adyacentes. (Schwartz et al., 1999;Hauben et al., 2000b) En algunos estudios han 

demostrado que la transferencia pasiva de células T específicas para el auto-antígeno MBP 

reduce el daño neuronal y una mejor actividad motora  después de una LTME en roedores 
(Hauben et al., 2001b). 

 

Estas investigaciones apuntan la posibilidad de que las células T autoinmunes, puedan 

directa o indirectamente promover protección axonal disminuyendo los efectos de la 

degeneración secundaria a través de múltiples mecanismos, ya sea por la secreción de citocinas, 

factores neurotróficos y/ o por la producción de quimiocinas las cuales puedan atraer a otros 

elementos del sistema inmune como neutrófilos y macrófagos que se sabe pueden participar en 

la regeneración axonal. También es conocido que la inmunización activa con péptidos neurales 

modificados puede favorecer la protección del tejido nervioso después de una lesión (Hauben et 

al., 2000b;Yoles et al., 2001;Kipnis et al., 2001), y que puede ser observada como una segunda línea de 

defensa del cuerpo cuando los mecanismos locales son insuficientes. La degeneración 

secundaria asociada con algunos desordenes en el SNC puede ser mediada en parte por 

compuestos fisiológicos como el glutamato, los cuales pueden amortiguar los mecanismos 

específicos de regulación local, que contribuye a la primera línea de defensa. Estudios recientes 

sugieren que en situaciones donde los mecanismos locales hemostáticos no pueden hacer 

frente adecuadamente al estrés oxidativo que se genera como consecuencia de una lesión, el 

organismo necesita reclutar un mecanismo de mantenimiento adaptativo alterno que le permita 

aminorar este evento destructivo. Tal mecanismo podría ser desencadenado por el propio 

sistema inmune  dirigido contra componentes propios (Schwartz et al., 1999). 

 

La inmunización activa con derivados no encefalitogénicos de péptidos asociados a la 

mielina como el péptido alterado denominado “A91” [derivado de la MBP (aminoácidos 87-

99) pero con un reemplazo en la posición 91 de una lisina por una alanina] o el copolímero-1 

[cop-1; polímero sintético compuesto por: L-alanina, L-lisina, L-ácido glutámico y L-tirosina 

(6:2:5:1) llamado también acetato de glatiramer  (Copaxona)] (Kipnis et al., 2000;Schori et al., 



2001;Kipnis et al., 2003) puede similarmente reducir la degeneración secundaria de neuronas y 

promover una mejor recuperación motora en animales con LTME (Moalem et al., 1999a;Hauben et 

al., 2000a). Más aún, estudios recientes han demostrado que esta autoinmunidad protectora  es 

un fenómeno fisiológico (Yoles et al., 2001) que esta controlado genéticamente (Kipnis et al., 2001). 

 

La inmunización activa con péptidos no-encefalitogénicos ha originado resultados muy 

alentadores en ratas con LTME (Hauben et al., 2001a;Ibarra et al., 2004)  sin embargo hasta la fecha 

no se conoce con exactitud el efecto que la respuesta originada por estos péptidos ejerce sobre 

la expresión de genes fuertemente relacionados con la respuesta inflamatoria. Las células 

inflamatorias desempeñan una función importante en el fenómeno protector inducido por la 

inmunización con péptidos no encefalitogénicos, dicha función depende de la intensidad con 

que se desarrolle la respuesta inflamatoria misma que depende a su vez de la expresión de 

algunos genes que codifican para moléculas proinflamatorias como: el NFkB, iNOS, AP-1, 

TNF, IL-1, entre otros.  Al parecer la autorreactividad protectora modula de alguna forma la 

respuesta inflamatoria después de una LTME. Dicha modulación podría ser a través de la 

regulación de la expresión de algunos de estos genes proinflamatorios. Entre las moléculas que 

se encuentran más íntimamente relacionadas con la modulación del sistema inmunológico, 

incluso con fenómenos de autoinmunidad, es la  iNOS (Xu et al., 2001;Wong and Billiar, 1995;Mendez 

et al., 2004;Tada et al., 1997;Cross et al., 1996). Al momento no existe ningún estudio que analice el 

efecto de la respuesta autoinmune protectora sobre la expresión del gen que codifica para la 

iNOS. 

 

2.1.4.2. Mecanismos inmunoreguladores originados por A91 y Cop-1.  

 

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

de transducción originadas por diferentes moléculas estimuladoras y 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 señales 

que pueden o no culminar en la activación del linfocito T. De todas estas señales, 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 activación del linfocito 

T (Nel and Slaughter, 2002). La presencia de aminoácidos diferentes en la región reconocida por el 



TCR (ligandos peptídicos alterados; APLs del inglés altered peptidic ligands) o bien la 

presencia de secuencias repetidas formando co-polímeros, sin que se modifique la capacidad de 

unión al MHC puede resultar en un cambio en el fenotipo, anergia o ausencia del 

reconocimiento. En el caso de los APLs, una pequeña variación en la secuencia primaria 

peptídica 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 muy robusta respuesta de los linfocitos T, mientras 

que los parcialmente agonistas o antagonistas llevan a cabo interacciones de baja afinidad que 

originan alteración o incluso inhibición de la respuesta (Jameson and Bevan, 1995;Kersh and Allen, 

1996;Hall et al., 2003;Huang and Anderson, 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 de manera importante la severidad de la enfermedad. 

Dicha inhibición se ha demostrado que es antígeno específica y producto de un cambio en el 

perfil de citocinas liberadas. Los animales con EAE y tratados con A91 presentan una 

disminución substancial de los niveles de citocinas derivadas de los linfocitos Th1 y un 

aumento en la liberación de las derivadas de los Th2. El APL A91 origina un cambio en el 

patrón de citocinas producidas por los linfocitos T reactivos contra la secuencia 87-99 de la 

MBP, de un fenotipo Th1 (proinflamatorio; INF-gamma, TNF, IL-2) a uno Th2 (regulador; 

IL-4, IL-10) (Gaur et al., 1997). De tal forma que  la respuesta originada por A91 puede estar 

controlando la acción destructora de los linfocitos T  autorreactivos anti-MBP 87-99 mediante 

la regulación de la liberación de las citocinas proinflamatorias. Esto a su vez promueve la 

modulación de la respuesta inflamatoria misma que, como antes ya se mencionó, si se 

desarrolla en forma intensa (no modulada) es capaz de originar la destrucción del tejido neural.  

 

El Cop-1 es un co-polímero sintético de 4 amino ácidos que se une en forma muy 

eficiente y promiscua a diversas moléculas del MHC clase II (HLA DR) sin necesidad de ser 

procesado (Fridkis-Hareli et al., 1999) Se ha demostrado que actúa en las células dendríticas (DC) 

reduciendo la producción de IL-12, la cual es una citocina clave para el control de las 

respuestas de Th1/Th2, y suprime CD1a  una molécula de expresión en DC la cual es una 

molécula HLA responsable de la presentación de antígenos gluco-lípidos a las células T 



descubriendo esto en el desarrollo de MS. Estudios in vitro en humanos sugieren que Cop-1 se 

une al MHC con alta afinidad e inhibe la proliferación de células T especificas para MBP 

(Putheti et al., 2003) es un TCR-antagonista del epítopo 82-100 de la MBP (Aharoni et al., 1999), que 

presenta una fuerte reacción cruzada con esta molécula (Arnon et al., 1996)  compitiendo así con 

la MBP por el sitio de unión en el MHC y al correspondiente TCR. Cop-1 inhibe en forma 

importante la EAE en modelos murinos y en humanos ha demostrado disminuir la severidad 

de la esclerosis múltiple (MS) (Teitelbaum et al., 1997). Es un importante inductor de linfocitos  

Th2 reguladores mismos que liberan grandes cantidades de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y TGF beta. 

Reportando que al aumentar los niveles de IL-10 in vivo en el suero de pacientes con MS se 

suprimen las respuestas inmunes autoreactivas. Estos linfocitos ingresan al SNC donde pueden 

ser estimulados por la MBP (por reacción cruzada) y así ejercer sus efectos terapéuticos al 

regular la liberación de citocinas pro-inflamatorias provenientes de los linfocitos Th1 (Aharoni et 

al., 2000).  De esta forma Cop-1 tiene un efecto benéfico sobre el desarrollo de la EAE  que está 

asociado a una regulación negativa de los linfocitos T anti-MBP (Th1)  y que es mediado por la 

acción de  linfocitos Th2 reguladores (Teitelbaum et al., 1999). 

   

Así pues, la acción básica de  A91 y Cop-1 es modular la liberación de citocinas pro-

inflamatorias y con ello el efecto dañino de los linfocitos T contra MBP. Después de una lesión 

al SNC se ha observado que se desencadena una respuesta contra la MBP misma que de 

acuerdo a algunos estudios es predominantemente Th1 (Jones et al., 2002)  y de no ser modulada 

es capaz de originar una gran destrucción al tejido nervioso (Jones et al., 2004;Jones et al., 2002). Sin 

embargo otros autores han demostrado que la presencia de dicho fenotipo no es solo 

importante sino esencial para que la autoimunidad protectora ejerza su  efecto benéfico (Kipnis 

et al., 2002b)  ya que son estas células las que liberan el INF γ, citocina que estimula la expresión 

de moléculas del MHC clase II (moléculas indispensables para la comunicación y modulación 

de las células de la microglía por parte de los Th1). Aunque pareciera paradójico, la presencia 

de las células Th1 y de células inflamatorias parecen ser pieza clave para el funcionamiento 

óptimo de la autorreactividad protectora después de una lesión al SNC (Schwartz et al., 2003). La 

modulación de dichos elementos a través de la inmunización con A91 o Cop-1 puede ser una 

gran alternativa terapéutica en lesiones al SNC, ya que al permitir solo la acción necesaria y no 

exagerada de dichas células (Th1 y células inflamatorias), permitiría obtener los posibles 

beneficios que puede proveer el sistema inmunológico: factores de crecimiento y 



neuroprotectores, amortiguación de sustancias excitotoxicas etc (Barouch and Schwartz, 

2002;Schwartz et al., 2003). 

 

La respuesta de linfocitos T inducida por la inmunización con A91 o COP-1 es una 

respuesta con fenotipo predominantemente Th2. De tal forma que este perfil de citocinas 

(prácticamente anti-inflamatorias) podría tener un efecto importante sobre la expresión de 

iNOS ya que al disminuir la liberación de citocinas como TNFα  e INFγ (proinflamatorias)  se 

disminuye también la posibilidad de expresión de iNOS. Así mismo, al predominar un perfil 

Th2 con la liberación de IL-10 se estaría inhibiendo la expresión de iNOS.  La modulación de 

esta enzima podría traer consecuencias muy interesantes especialmente si se disminuye su 

expresión ya que tanto la expresión como la actividad de esta enzima se han relacionado 

importantemente con la sobreproducción de NO y ésta a su vez con citotoxicidad y  

destrucción tisular. Además iNOS se ha vinculado importantemente con la modulación de la 

respuesta inflamatoria (Guzik et al., 2003)  y respuestas autoimunitarias (Isaksson et al., 2004;Shi et al., 

2001;Ahn et al., 2001;Ding et al., 1998;Fenyk-Melody et al., 1998;Kim et al., 2000;Okuda et al., 1995) de tal 

forma que su modulación podría ser uno de los mecanismos por medio de los cuales la 

respuesta autoinmune protectora promueve protección al tejido neural. 

 

Algunos estudios han sugerido que la participación del NO producido por iNOS  en el 

deterioro del tejido neural después de una LTME es muy importante ya que la inhibición 

farmacológica de la actividad de ésta molécula (Yu et al., 2004) o la anulación del gen 

correspondiente (Isaksson et al., 2004) promueven una mejor recuperación motora en animales 

lesionados. Así pues, la modulación de iNOS después de una LTME podría ser una estrategia 

interesante para brindar protección al tejido lesionado. Dicha modulación podría ser uno de los 

mecanismos por medio de los cuales la inmunización con péptidos neurales modificados 

estaría propiciando su efecto protector sobre el tejido neural. (Figura 1) 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 1.Propuesta de la inmunomodulación inducida por A91 y COP-1. 
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Fig 1. Probable explicación del efecto benéfico de la inmunización con estos péptidos sobre 

algunos de los eventos autodestructivos que se originan después de una LTME. 

 



3. JUSTIFICACIÓN 

 

Hasta el momento no se han descrito los mecanismos exactos por medio de los cuales  

la autorreactividad protectora modula la respuesta inflamatoria desarrollada después de una 

LTME. Ya que la molécula iNOS esta fuertemente involucrada en la modulación de la 

respuesta inflamatoria y que a su vez la producción de NO por esta enzima ha sido vinculada 

con la destrucción del tejido neural, la inhibición de la expresión de iNOS a través de la 

respuesta autoinmune protectora podría ser uno de los mecanismos importantes por medio del 

cual dicha respuesta esta ejerciendo su efecto protector sobre el tejido neural. Actualmente no 

existen estudios que analicen el efecto de la inmunización con péptidos neurales sobre la 

expresión del gen que codifica para iNOS en modelos con LTME. La modulación de la 

autorreactividad protectora es una terapia que puede tener una amplia aplicación a nivel clínico 

y que podrá brindar una importante terapia a gran parte de los pacientes con enfermedades 

neurodegenerativas. Las perspectivas de esta terapia son muy alentadoras ya que puede ofrecer 

grandes beneficios en enfermedades neurodegenerativas agudas (lesión de nervio óptico y de 

ME) o crónicas (Alzheimer, Parkinson, Esclerosis lateral amiotrófica etc.). El mejor 

conocimiento de los mecanismos por medio de los cuales esta terapia esta funcionando nos 

llevará a una más rápida aplicación a nivel clínico.  

 

 

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

¿La inmunización con A91 o con Cop-1 disminuirá la expresión del gen que codifica 

para iNOS  en el sitio de lesión de animales con LTME? 

 

 

 

 

 

 

 



5. HIPÓTESIS 

 

Si la inmunización con A91 o Cop-1 inducen una respuesta de células T con fenotipo 

predominante Th2 y las citocinas liberadas por estas células tienen un efecto supresor sobre la 

expresión del gen que codifica para iNOS, entonces la inmunización con estos péptidos 

causará una disminución en la expresión de dicho gen en el sitio de lesión de ratas con LTME. 

 

6. OBJETIVOS 

 

6.1 OBJETIVO  GENERAL 

 

Analizar la expresión del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesión de ratas con 

LTME inmunizadas o no con A91 o Cop-1.   

 

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Analizar la expresión del gen que codifica para iNOS en ME de ratas no sujetas 

a LTME  

2. Analizar la expresión del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesión de 

ratas sujetas a LTME e inmunizadas con A91. 

3. Analizar la expresión del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesión de 

ratas sujetas a LTME e inmunizadas con Cop-1. 

4. Analizar la expresión del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesión de 

ratas sujetas a  LTME e inmunizadas con ovalbúmina. 

5. Analizar la expresión del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesión de 

ratas sujetas a LTME y  no inmunizadas (PBS). 

6. Comparar la expresión del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesión de 

los cinco grupos anteriores.  

 

 



7. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Población objetivo: Los experimentos se realizaron en ratas Fischer 344 consideradas 

resistentes a la EAE (Kipnis et al., 2001). 

 

Muestra: Ratas Fischer 344, hembras de 12 a 15 semanas de edad y con un peso 

aproximado entre 200- 230g.  

 

Consideraciones  éticas. Para la realización del presente proyecto, se tomaron en 

cuenta los lineamientos establecidos por el reglamento de la ley general de salud en materia de 

investigación para la salud (Título séptimo: De la investigación que incluya la utilización de 

animales de experimentación) (1990). 

 

Tamaño de la muestra: Para los dos experimentos de análisis de expresión de iNOS, 

se utilizaron 76 ratas, 8 ratas por cada grupo experimental (ratas con LTME) y 6 ratas 

laminectomizadas, sin LTME por cada experimento.  (Cuadro 4)  

 

El tamaño de la muestra se determinó mediante la fórmula (Young et al., 1983): 

 

     Zα / 2 √ 2P (1-P) +  Zβ ( √ P1 (1-P1) +P0 (1-P0) )   2 

P1-P0 

 

En donde se tomaron en cuenta los siguientes valores alfa= 0.05 (Zα = 1.96); beta = 

0.1 (Zβ = 1.28) y una diferencia entre los  grupos inmunizados con los péptidos neurales y los 

grupos testigo (inmunizado con ovalbúmina y no inmunizado) del 30%.   

 

 

 

 

 

 



Diseño experimental 

 

Se realizaron 2 experimentos y en cada uno,  se  formaron 4 grupos de 8 ratas:    
(Cuadro 4) 

Grupo 1: Ratas con LTME + vehículo 

Grupo 2: Ratas con LTME + inmunización con OVA 

Grupo 3: Ratas  con LTME + inmunización con A91 

Grupo 4: Ratas con LTME + inmunización con Cop-1 

 

Cuadro 4. Número y distribución por grupos de las ratas que se utilizaron de la 

cepa Fischer 344 en los estudios para el análisis de la expresión de iNOS. 

 

Experimento 1er experimento 

Inmunización 

Pre-lesión 

2do experimento 

Inmunización 

Post-lesión 

TOTAL

 24h 72h 3d 7d  

Grupo      

1. LTME      

+ vehículo 

4 4 4 4 16 

2. LTME     

+ OVA 

4 4 4 4 16 

3. LTME     

+ A91 

4 4 4 4 16 

4. LTME     

+ Cop-1 

4 4 4 4 16 

Sin lesión 3 3 3 3 12 

TOTAL 38 38 76 

 

 Nota: La variante que se manejo en cada experimento fue la inmunización. En el 

primer experimento las ratas se inmunizaron 7 días antes de la LTME, mientras que en el 

segundo experimento fue dentro de los 60 min. posteriores a  la LTME. Estos tiempos se 

establecieron tomando como base estudios anteriores, en los que se observo el efecto 



neuroprotector de A91 y Cop-1 en modelos de LTME y traumatismo cráneo encefálico en los 

que se realizo la inmunización a estos tiempos (Martinon et al., 2007; Kipnis et al., 2003).  

 

Los animales del grupo 1 de los experimentos anteriormente mencionados recibieron el 

vehículo en que están disueltos los péptidos (solución amortiguadora de fosfatos, PBS) más 

adyuvante completo de Freund (CFA, del inglés complete Freund adjuvant).  

 

Consideraciones del diseño experimental 

Expresión de iNOS 

1. En el primer experimento los animales se sacrificaron a las 24 (n=4 por grupo)  

y a las 72 h (n=4 por grupo) posteriores a la LTME para evaluar la expresión del gen para 

iNOS.  

2. En el segundo experimento, los animales se sacrificaron a los 3 (n=4 por 

grupo) y a los 7 días  (n=4 por grupo)  posteriores a la LTME. 

3. En cada experimento se analizó también la expresión del gen en animales sin 

LTME (n= 6 por cada experimento). 

4. De cada ME se analizó la expresión del gen que codifica para iNOS en el 

epicentro de la lesión  y  en los segmentos localizados desde el epicentro de la lesión hasta 1.25 

cm. caudales y craneales del sitio de  lesión. En todos los casos se estudiaron 2.5 cm. de tejido, 

está cantidad de tejido nos permitió estudiar el sitio de lesión y el tejido hasta donde esta se 

extendió.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Técnicas 

a) LTME. 

 

Las ratas fueron anestesiadas mediante la inyección intramuscular de una mezcla de  

clorhidrato de xilazina (10mg/kg) y ketamina (50 mg/kg). Treinta minutos después de dicha 

inyección y  previa asepsia de la región toraco-lumbar, se realizo una  incisión en la piel a este 

nivel. Posteriormente se hizo una incisión muscular al lado derecho e izquierdo del canal 

vertebral desde la 5a (T V) hasta la 12a  (T XII) vértebra torácica, retrayendo después el músculo 

a nivel de la 9ª vértebra torácica (T IX), con el fin de descubrir la apófisis espinosa. La apófisis 

espinosa fue sustraída con ayuda de una gubia y se realizo  con pinzas finas una laminectomía 

hasta exponer la ME.  

 

Una vez descubierta la ME se llevo a cabo la  LTME por una contusión severa dejando 

caer un cilindro de 10 g de una altura de 50 mm sobre el sitio expuesto, utilizando el  

impactador de la Universidad de Nueva York (NYU), un aparato que ha demostrado infligir 

una lesión por contusión bien calibrada en la ME (Young, 1996).   

 

b) Inmunización activa 

 

Las ratas fueron inmunizadas  mediante una inyección intradérmica, en la base de la 

cola, con 150 μg de  A91, COP-1, OVA emulsificado en un volumen  igual de CFA 

conteniendo 1mg/ml de Mycobacterium tuberculosis.  La inmunización se realizó en los tiempos 

previamente explicados. 

 

c) Obtención y purificación de RNA total 

 

Se obtuvo RNA total a partir de 2.5 cm de tejido médular (100 μg) por la técnica de 

TRIZOL, la cual se llevó a cabo de la siguiente manera: 

 Se maceró el tejido con ayuda de un pistilo en el tubo ependorf, sometiéndolo 

después a lisis con ayuda de una solución caotrópica (500 µl de Trizol) (GIBCO). 



 Posteriormente se realizaron  extracciones con cloroformo e isopropanol, para 

separar el RNA de los restos celulares. 

 Una vez aislado y precipitado, se determinó la cantidad de RNA total y la 

pureza por espectrofotometría (UV) leyendo a una longitud de onda de 260 nm y obteniendo 

la relación 280/260 nm. 

 Posteriormente se hizo la evaluación de su integridad y aspecto en geles de 

agarosa 1.5%, corriendo la muestra en la cámara de electroforesis a 80 voltios. (ANEXO I) 

 

d) Retrotranscripción 

 

 Una vez obtenido el RNA, se obtuvo el cDNA al retrotranscribir 2 µg de RNA total, 

utilizando iniciadores oligo dT (12), y el protocolo para la enzima trancriptasa reversa 

Superscript II (Invitrogene). (ANEXO II) 

 

e) Reacción en cadena de la polimerasa 

 

Con los cDNAs que se obtuvieron de la reacción anterior, se amplificaron el gen 

problema y el control utilizando iniciadores diseñados para tal efecto. A partir del cDNA se 

amplificaron fragmentos de DNA con iniciadores que incluyen secuencias de uniones exónicas 

con el fin de evitar las amplificaciones artefactuales del DNA genómico contaminante. Se 

realizó una mezcla de reacción que incluye el cDNA, un par de iniciadores para cada gen (15 

pM), buffer de reacción 10 X, dNTPs 10 mM, 0.5 U de enzima Taq polimerasa (Invitrogen), 

en un volumen total de 10 µL. la reacción se incubó en un termociclador marca Techne, 

programado para cumplir con las temperaturas y tiempos necesarios para la desnaturalización, 

alineamiento y polimerización; con el siguiente protocolo: 

95ºC – 5 minutos 

94ºC – 30 segundos 

59ºC – 30 segundos        35 ciclos 

72ºC – 30 segundos 

72ºC– 10 minutos 

4ºC  

 



  Finalmente las amplificaciones se evaluaron en geles de agarosa al 1.0%, 

tiñéndolos con bromuro de etidio, realizando cada amplificación por triplicado o cuadriplicado 

(en caso necesario). Los resultados se registraron con fotodocumentador para captar imágenes 

de las que  posteriormente se obtuvo por densitometría, para cada banda amplificada misma 

que se comparó con los controles para evaluar semicuantitativamente el aumento o 

disminución de la expresión de cada gen.  

 

f) Diseño de los iniciadores 

 

Se diseñaron dos pares de iniciadores a partir de la secuencia del cDNA de genes de 

rata reportados en el GENE BANK del NCBI. Los criterios del diseño son: un tamaño 

máximo de 20 nt, que incluyo una secuencia de unión exónica, con una Tm de 58 a 64ºC, con 

un equilibrio de bases AT y GC, con secuencias que no fueron complementarias entre sí y que 

no forman estructuras secundarias, que amplifiquen fragmentos de 150 a 600 pb (lo que puede 

permitirnos realizar PCR múltiplex). (ANEXO III) 

 

g) Electroforesis en geles de agarosa 

 

Se realizaron electroforesis que incluyeron controles y marcadores de tamaño 

molecular, el buffer para la electroforesis fue TAE 1X (Tris, ácido acético y EDTA) y las 

electroforesis se corrieron a 80 Volts. Colocando una muestra por grupo y permitir la 

comparación de la expresión de iNOS. (ANEXO IV) 

 

h) Análisis densitométrico 

 

Se realizó una medición de cada una de las bandas con ayuda del software imageJ 

obteniendo los valores totales, comparando la amplificación de iNOS de cada grupo con 

respecto a su control (Actina). (ANEXO V) 

 

 

 

 



i) Descripción operativa de las variables 

 Variables independientes 

 

LTME: Daño en la ME causado por el impacto con un cilindro de acero de 10g de 

peso que se deja caer de una altura de  50 mm. El daño origina inflamación y destrucción  del 

tejido de la ME, así como pérdida parcial de la actividad motora en las extremidades 

posteriores del 100% de los animales.  

 

Inmunización activa: fue la inyección subcutánea del péptido A91 o Cop-1  en CFA,   

7 días antes o bien dentro de los primeros 60 minutos después de la LTME.  El péptido A91 

es un derivado no-encefalitogénico de la MBP y el Cop-1 es un copolímero  sintético de 4 

aminoácidos, ambos péptidos han mostrado importantes beneficios en enfermedades 

neurodegenerativas.  

 

 

Variables dependientes 

 

Expresión del gen que codifica para la iNOS: Se analizó mediante la evaluación 

densitométrica de cada banda misma que se comparó con los controles para evaluar 

semicuantitativamente el aumento o disminución de la expresión de cada gen. 

 

i) Método estadístico 

 

Se realizo un análisis descriptivo de todos los grupos y se verifico la distribución de los 

datos bajo la curva de normalidad. Se aplico la prueba estadística no paramétrica de Kruskal-

Wallis pues los datos no tuvieron una distribución normal. 

 



8. RESULTADOS 

 

Experimento 1. Inmunización  7 días antes de la LTME 

 

En este estudio la inmunización se realizó 7 días antes de la LTME.  Al analizar los 

valores densitométricos  un día después de  la LTME, no se logró comprobar alguna diferencia 

significativa (p> 0.05, Kruskal Wallis) en la expresión del gen iNOS entre los grupos 

inmunizados con diferentes antígenos (OVA, A91, COP-1)  y el grupo  solo con PBS.(Figura 2) 

 

Figura 2. Expresión de iNOS un día después de la LTME. 
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Fig. 2. Gráfica de barras en donde se muestra la expresión de iNOS un día después de la 

LTME. En la gráfica se presenta la media +/- la desviación estándar de 4 animales por grupo. Los datos 

fueron analizados con una prueba de Kruskal Wallis. Los resultados no reportaron diferencias 

significativas entre los grupos (p>0.05). 

 

 

 

 



En lo referente a la expresión de iNOS 3 días después de la LTME, tampoco se 

observaron diferencias significativas (p> 0.05 Kruskal Wallis) entre los grupos inmunizados 

con los diferentes antígenos y aquel  solo con PBS (Figura 3). 

 

Figura 3. Expresión de iNOS 3 días después de la LTME. 
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Fig. 3. Gráfica de barras en donde se muestra la expresión de iNOS  3 días después de la 

LTME.En las gráficas se representa la media +/- desviación estándar de 4 animales / grupo. Los datos 

fueron analizados con la prueba de Kruskal Wallis sin encontrarse alguna diferencia significativa 

(p>0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Experimento 2. Inmunización 60 minutos después de la LTME 

 

En lo que respecta al segundo experimento, 3 días después de la LTME tampoco se 

observaron diferencias significativas entre los grupos inmunizados con los antígenos y el grupo 

de PBS (p> 0.05, Kruskal Wallis). (Figura 4)  

 

Figura 4. Análisis de la expresión de iNOS 3 días después de la LTME. 
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Fig. 4. Gráfica de barras en donde se muestra la expresión de iNOS 3 días después de la LTME 

En la gráfica se representa la media +/- desviación estándar de 4 ratas por grupo. 

Los resultados se analizaron mediante la prueba de Kruskal Wallis. No se encontró diferencia 

significativa entre los grupos (p>0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

A  los 7 días después de la LTME, tampoco se observó diferencia significativa en los 

niveles de expresión de iNOS entre los grupos estudiados. Sin embargo vale la pena mencionar 

que los animales inmunizados con los diferentes antígenos presentaron niveles menores en la 

expresión de iNOS  con respecto al grupo tratado con PBS, aunque estos valores no fueron 

estadísticamente significativos (p> 0.05, Kruskal Wallis). (Figura 5) 

 

 

 

Figura 5. Análisis de la expresión de iNOS 7 días después de la LTME. 
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Fig. 5. Gráfica de barras en donde se muestra la expresión de iNOS 7 días después de la LTME 

En la gráfica se representa la media +/- desviación estandar de 4 ratas por grupo. Los resultados se 

analizaron mediante la prueba de Kruskal Wallis. No se encontró diferencia significativa entre los 

grupos (p> 0.05) 

 

 

 

 



9. DISCUSIÓN  

 

En este estudio se hizo la evaluación del efecto de la inmunización con péptidos 

neurales modificados sobre la expresión del gen que codifica para iNOS, en un modelo de 

lesión severa de la ME. De acuerdo a estudios previos, la inmunización con los péptidos A91 o 

Cop-1, origina una respuesta Th2 misma que se caracteriza por ser una respuesta anti-

inflamatoria y que podría incidir en forma benéfica sobre algunos o varios de los elementos 

pro-inflamatorios que participan en la respuesta inmune observada después de una lesión en la 

ME. Uno de los principales elementos en la respuesta inflamatoria pos-lesión, que se ha 

correlacionado importantemente con el daño al tejido neural, es precisamente la expresión y la 

actividad de la enzima iNOS y por consecuencia, la abundante producción de NO. En los 

experimentos realizados en el presente trabajo, no se logró demostrar un efecto directo de la 

inmunización con los péptidos neurales modificados sobre la expresión del gen que codifica 

para dicha enzima. La falta de efecto significativo de los péptidos en la expresión de iNOS en 

la presente tesis podría deberse a diferentes factores, el primero de ellos, la administración de 

una cantidad no adecuada del antígeno en la inmunización. A este respecto se sabe que la 

concentración del antígeno es fundamental para la activación del linfocito T, ya que si ésta se 

encuentra por arriba o por debajo de las concentraciones ideales para la inducción de la 

respuesta, el linfocito T  no se activa o  bien se anergiza o sufre deleción clonal (Roitt I et al., 

1996). En lo referente a la concentración utilizada en el presente trabajo, algunos estudios han 

mostrado un efecto neuroprotector cuando se administraron 150μg de A91 (Martinon et al., 2007) 

y otros en los que 200 μg  de Cop-1 son suficientes para promover neuroprotección  en 

animales con lesión al SNC (Miller et al., 1998). Dichas concentraciones son las mismas que se 

utilizaron para inmunizar a los animales del presente estudio. Por esta razón es difícil pensar 

que la concentración de los péptidos utilizados pudiera ser la causa de la falta de efecto 

observada en el presente trabajo. Sin embargo vale la pena mencionar que las concentraciones 

antes mencionadas pueden ser capaces de inducir el ambiente propicio para promover 

neuroprotección por otros mecanismos, pero no para inhibir la expresión de la enzima. Por 

esta razón consideramos pertinente que en futuros estudios se explore el efecto de la 

inmunización con diferentes concentraciones de estos péptidos sobre la expresión de iNOS. 



Por otra parte no se pudo demostrar una diferencia significativa en la expresión de 

dicho gen cuando se inmunizó 7 días antes de la lesión en la ME. En relación a esto último, se 

esperaba que existiera un efecto importante de A91 y Cop-1 cuando éstos eran aplicados antes 

de la lesión, esto debido a que la respuesta autorreactiva protectora podría tener el tiempo 

suficiente para desarrollarse. Tomando en consideración que la respuesta inmunológica 

empieza a desarrollarse a partir de los cuatro días y tiene su pico máximo de los catorce a los 

dieciséis días después del contacto con el antígeno, podríamos pensar que tal vez al haber 

hecho coincidir este pico con el de expresión máxima de la iNOS, se podría haber observado 

un mejor efecto de nuestra terapia ya que estaríamos evaluando el efecto de la respuesta en su 

mayor expresión. En el presente trabajo se evaluó el efecto de la inmunización 8 a 10 días 

después de haberse desarrollado.  De acuerdo a lo que se menciono anteriormente sobre el 

desarrollo de la respuesta inmune, en esta tesis no se llegó a evaluar el efecto de la respuesta 

autorreactiva  en su pico máximo (14 a 16 días pos-inmunización). Por tal razón también se 

sugiere que para estudios posteriores, se diseñe un estudio en el que se haga coincidir el pico 

máximo de la respuesta autorreactiva con el de la expresión de iNOS. 

 

En este trabajo, se inmunizó a los animales 7 días antes de la lesión tomando como 

referencia estudios previos en los que con esta misma estrategia, se observó un efecto  

neuroprotector inducido por la inmunización con péptidos neurales modificados en modelos 

de lesión al SNC (Kipnis et al., 2003). Siguiendo esta misma estrategia e intentando hacer coincidir 

el pico del desarrollo de la respuesta autorreactiva con el de la expresión de iNOS, sería 

interesante evaluar en estudios posteriores el efecto de la inmunización 7 días después de la 

lesión o bien inmunizar a los animales catorce y doce días antes de la lesión para poder evaluar 

su efecto a las 24  y 72 h después de la misma. Vale la pena mencionar que este nuevo diseño 

sólo nos ayudaría a esclarecer si existe o no en forma definitiva algún efecto de nuestra 

inmunización sobre la expresión de la iNOS. Pensando en la aplicación clínica de nuestra 

terapia, seria muy difícil hacer coincidir los picos  antes mencionados.  

 

Por otra parte, no debemos descartar la posibilidad de que el efecto más importante de 

la modulación originada por la inmunización con A91 y Cop-1 se lleve a cabo a otro nivel 

diferente a la expresión del gen iNOS. El efecto de ésta terapia podría estar incidiendo sobre 



fenómenos pos-transcripcionales, ya sea en la estabilidad del mRNA recién producido, la 

correcta traducción del mismo o bien en la actividad misma de la enzima.  

 

La producción de NO por cada una de las tres  isoformas, nNOS, eNOS e iNOS, está 

sujeta a una variedad de controles transcripcionales, transduccionales y postransduccionales 
(Kone et al., 2003).   

 

Existen algunos mecanismos sobre los cuales las citocinas generadas por la 

inmunización con dichos péptidos podrían estar incidiendo. Sabemos que las citocinas 

generadas por el fenotipo Th2, en este caso la IL4, IL 13 y la IL-10, además de tener efectos 

sobre las células del sistema inmune (diferenciación de las células T hacia el fenotipo Th2, 

inhibición de la  producción de IL12, entre otros) también pueden actuar sobre la actividad de 

la iNOS. IL-4 e IL-13 constituyen una vía de activación alternativa para los macrófagos, 

inducen cambios fenotípicos diferentes a los inducidos por IFNγ y provocan un incremento en 

la expresión del receptor de manosa y de las moléculas de MHC clase II. Estos efectos 

estimulan la endocitosis y la presentación de antígenos respectivamente pero además 

promueven la liberación de quimiocinas  como CCL22 y CCL7 y la expresión de enzimas 

intracelulares como la arginasa. La enzima arginasa cataliza la hidrólisis de arginina a ornitina y 

compite con NOS por su sustrato, la L- arginina (Vercelli, 2003). En modelos in vitro  estas 

citocinas han demostrado disminuir la síntesis de la enzima iNOS en poblaciones de 

macrófagos (Gordon, 2003), sin embargo solo la IL-13 parece tener un efecto directo sobre la 

actividad de dicha enzima ya que suprime la producción de NO, al regular la inducción de 

arginasa en macrófagos, incrementándose los niveles de ésta e involucrándola así con la 

inhibición del NO (Narayan R.Bhat et al., 1998; Gordon, 2003). 

 

Otra citocina clásica del fenotipo Th2 es la IL-10, que tiene un receptor diferente al de 

IL 4 e IL-13 en macrófagos, y sus efectos en la expresión génica son distintos. La IL10 es un 

activador de la molécula STAT3 (del inglés, signal transducer and activator of transcription 3), 

considerada un inhibidor de citocinas proinflamatorias  y de  la liberación de óxido nítrico. Por 

otra parte se sabe que tanto IL 10 e IL 13 inhiben la expresión de IL1 β, la cual es considerada 

como inductora de la expresión del gen iNOS (Wong et al., 1997). A nivel de la actividad de la 



enzima, la IL10 incrementa la cantidad de arginasa en macrófagos por muchos caminos, 

interviniendo con la acción de iNOS. 

 

Se sabe que la  regulación de iNOS a nivel de transcripción y/o estabilidad del mRNA 

depende de la activación de p38 MAPK (del inglés, mitogen activated protein kinase). La 

señalización de p38 MAPK en la activación transcripcional del gen iNOS  en células gliales de 

ratas involucra los factores de transcripción NF-kB y ATF2 (del inglés, activating transcription 

factor - 2).  Se ha reportado que después de la activación transcripcional, la expresión del gen 

iNOS es regulada también a nivel de la estabilidad del mRNA. Entre los principales 

determinantes  cis y trans que controlan la estabilidad del mRNA están los elementos ARE que 

son ricos en secuencias AUUUA  encontradas en una región no codificante 3’ (3’UTR). El 

camino de regulación de estos elementos es dependiente de p38 MAPK y se han encontrado 

en el mRNA de iNOS de astrocitos y macrófagos murinos (Narayan R.Bhat et al., 1998). Existe un 

gran número de proteínas unidas a ARE entre las ya identificadas podemos mencionar a AUF-

1, los miembros de la familia ELAV (el mas importante es HuR), KSRP y tristetraprolina. HuR 

es conocida por estabilizar varias regiones ARE contenidas en los mRNAs, ésta tiene una alta 

afinidad por iNOS (Fechir et al., 2005). La IL 10 actúa inhibiendo la vía p38 MAPK bloqueando 

la transcripción de NF-kB por este camino e interfiriendo  también con la  estabilidad al 

mRNA a nivel postranscripcional (Narayan R.Bhat et al., 1998). 

 

Por lo anteriormente citado se recomienda realizar estudios donde se evalúe 

directamente el efecto de la inmunización con péptidos neurales modificados sobre los 

diversos fenómenos postranscripcionales  ya mencionados  para poder entonces, dilucidar los 

probables mecanismos efectores de dicha terapia.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

10. CONCLUSIÓN 

 

 En los experimentos realizados en el presente trabajo, no se logró demostrar un 

efecto directo de la inmunización con los péptidos neurales modificados sobre la expresión del 

gen que codifica para iNOS.  

 

 

11. PERSPECTIVAS 

 

 Analizar el efecto de la inmunización con péptidos neurales modificados sobre 

la expresión de la proteína iNOS. 

 

 Analizar el efecto de la inmunización con péptidos neurales modificados sobre 

la actividad de la enzima iNOS. 

 

 Realizar estudios in vitro para analizar el efecto de las citocinas anti-inflamatorias 

(IL-10, IL 4 e IL 13) sobre la expresión proteíca y la actividad de la enzima iNOS. 

 

 Analizar el efecto dosis-respuesta  de A91 y Cop-1 sobre la expresión del gen 

iNOS. 

 



12. ANEXOS 

 

12.1 ANEXO I. EVALUACIÓN CUANTITATIVA Y 

CUALITATIVA  DEL RNA 

 

Una vez obtenido el RNA se obtuvo la cantidad en nanogramos de RNA por 

espectrofotometría y se leyó a una dilución 1:50 el RNA. 

 

Se tomaron de cada muestra los siguientes parámetros: 

 

 Longitud 260 nm  

 Longitud 280 nm 

 Relación 260/ 280 nm. Se procesaron muestras con una relación de 1.8 a 2.0 

 Nanogramos/ microlitro  

  

Se evaluó la integridad del RNA colocando 1 microgramo en los geles de agarosa al 

1.5%, observando el RNA ribosomal (rRNA), las dos bandas de 28s, 18s y en algunos casos se 

observa los rRNA 5s, además de que no existiera degradación de este. (Figura 6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 Figura 6. Evaluación de la integridad del RNA 

 

 

 

 28s 
 
18s 
 
5s

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 Evaluación de la integridad del RNA, observando en el gel las bandas de rRNA  28s, 18s y 

5s lo que indica que el RNA obtenido no se encuentra degradado, el barrido al fondo de cada carril se 

trata del mRNA el cual representa el 10% de la cantidad total obtenida. 

 

Los geles se tiñeron por 5 minutos con bromuro de etidio. Las fotos fueron tomadas 

por el analizador de imágenes Alphaimagen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12.2 ANEXO II. RETROTRANSCRIPCIÓN  

 

La retrotranscripción se realizo de acuerdo al protocolo de la  enzima Thermo Script 

Reverse Transcriptasa  de Invitrogen, que consistió en: 

 

PASO 1.  A cada muestra se agrego: 

 1 μl de oligo dt 

 

 2 μl de DNTPs 

 

 2 μg de RNA, lo proporcional en μl 

 

 H2O DEPC para completar 12 μl 

 

Se incubó la mezcla anterior a 650C / 5  minutos e inmediatamente se neutralizó la 

reacción poniéndolo 2 minutos en hielo.  

 

PASO 2. A cada reacción anterior se le agregó la siguiente mezcla. 

 

• Buffer 5x 4μl 

• 0.1 M DTT 1μl 

• DEPC  1μl 

• RNAsa OUT        1μl 

• Thermo Script      1μl 

 

PASO 3. Teniendo como resultado por cada muestra un total de 20μl,  los cuales se 

incubaron a 55 0C / 1 hora. 

 

PASO 4. Continuando después por 850C / 5 minutos para posteriormente agregarle a 

cada muestra  1μl de RNAsa H, para finalizar el protocolo con una temperatura de incubación 

de 370C / 20 minutos. El cDNA se conservo a  -200C, hasta que se utilizó. 

 



Antes de realizar la amplificación de iNOS, ya obtenidos los cDNA se utilizaron para la 

RT-PCR de actina, comprobando  así la técnica de retrotranscripción. (Figura 7)  

 

Figura 7. Comprobación de cDNA por RT-PCR de Actina 

 

M    1    2    3    4    5    6    7    8   9   10  11  12  13   14  15

1000 pb 
500pb 
100pb 

Actina – 641 pb

Fig 7. Comprobación de los cDNAs obtenidos con ayuda de la técnica de PCR, amplificando el 

gen constitutivo Actina.  

 

 

 

 

 

 

 



12.3 ANEXO III. DISEÑO DE LOS INICIADORES 

Se consultaron y diseñaron con ayuda de BLAST obteniendo la siguiente información: 

 SECUENCIA DISEÑADA PARA iNOS (inducible synthase nitric oxide) 

 FORWARD iNOS RAT
5'_ACG AGG TGT TCA GCG TGC TCC ACG_3' 

REWARD iNOS RAT 
5'_CCA CAA TAG TAC AAT ACT ACT TGG_3  

LOCUS       RATNWUT                 3614 bp    mRNA    linear   ROD 10-JAN-2003 

DEFINITION  Rattus norvegicus mRNA for inducible nitric oxide synthase, complete cds. 

ACCESSION   D44591 

VERSION     D44591.1  GI:624916 

SOURCE      Rattus norvegicus (Norway rat) 

ORIGIN       

     3001 ctccatgact ctcagcgcag agggctcaaa ggaggccgca tgaccttggt gtttgggtgc 

     3061 aggcacccag aggaggacca cctctatcag gaagaaatgc aggagatggt ccgcaaggga 

     3121 gtgttgttcc aggtgcacac aggctactcc cggctgcccg gaaaacccaa ggtctacgtt 

     3181 caagacatcc tgcagaaaga gctggccgac gaggtgttca gcgtgctcca cggggagcag 

     3241 ggccacctct atgtttgtgg cgatgtgcgc atggctcggg atgtggctac cactttgaag 

     3301 aagctggtgg ccgccaagct gaacttgagt gaggagcagg ttgaggatta cttcttccag 

     3361 ctcaagagcc agaaacgtta tcatgaggat atcttcggtg cggtcttttc ctatggagtg 

     3421 aaaaagggca acgccttgga ggagcccaaa ggcacaagac tctgacaccc agaagagtta 

     3481 cagcatctgg ccctaaataa aatgacagtt gaggggtttg gagagacaga agtgcgatcc 

     3541 cccccaaacc cctcacatca tctccctcct ctaccctacc aagtagtatt gtactattgt

     3601 ggactactga atct 

 



Pares de bases:  346 pb + 24 pb de primer forward+24 pb de primer reward= amplifica un producto para iNOS 

de 394pb 

 

SECUENCIA DISEÑADA PARA ACTINA 

 

 

              LOCUS       NM_031144               1296 bp    mRNA    linear   ROD 19-FEB-2006 

DEFINITION  Rattus norvegicus actin, beta (Actb), mRNA. 

ACCESSION   NM_031144 

VERSION     NM_031144.2  GI:42475962 

SOURCE      Rattus norvegicus (Norway rat) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pares de bases: 599 pb + 21 pb de primer forward+21 pb de primer reward= amplifica un producto para Actina 

641pb 

 

 

FORWARD ACTINA
5'_TGC CCA TCT ATG AGG GTT ACG_3' 

REWARD ACTINA 
5'_TAG AAG CAT TTG CGG TGC ACG_3'  

 ORIGIN     
 
        1 ggggtcgagt ccgcgtccac ccgcgagtac aaccttcttg cagctcctcc gtcgccggtc 
       61 cacacccgcc accagttcgc catggatgac gatatcgctg cgctcgtcgt cgacaacggc 
      121 tccggcatgt gcaaggccgg cttcgcgggc gacgatgctc cccgggccgt cttcccctcc 
      181 atcgtgggcc gccctaggca ccagggtgtg atggtgggta tgggtcagaa ggactcctac 
      241 gtgggcgacg aggcccagag caagagaggc atcctgaccc tgaagtaccc cattgaacac 
      301 ggcattgtca ccaactggga cgatatggag aagatttggc accacacttt ctacaatgag 
      361 ctgcgtgtgg cccctgagga gcaccctgtg ctgctcaccg aggcccctct gaaccctaag 
      421 gccaaccgtg aaaagatgac ccagatcatg tttgagacct tcaacacccc agccatgtac 
      481 gtagccatcc aggctgtgtt gtccctgtat gcctctggtc gtaccactgg cattgtgatg 
      541 gactccggag acggggtcac ccacactgtg  cccatctatg  agggttacgtg cccatctatg agggttacgcc  ggccttccccccttccaatt  
            660011  ggccccaattccccttggcc  ggttccttggggaacccctt  ggggccttggggccccgggg  ggaaccccttggaaccaagg  aaccttaaccccttccaatt  ggaaaaggaattccccttgg  
            666611  aaccccggaaggccggttgg  ggccttaaccaaggcctttt  ccaaccccaaccccaaccaa  ggccttggaaggaagggggg  aaaaaattccggttggccgg  ttggaaccaattttaaaaaa  
            772211  ggaaggaaaaggccttggtt  ggccttaattggttttggcc  ccccttaaggaaccttttcc  ggaaggccaaaaggaaggaa  ttggggccccaaccttggcc  ccggccaattccccttcctt  
            778811  ttccccttccccccttgggg  aaggaaaaggaaggccttaa  ttggaaggccttggcccctt  ggaaccggggttccaagggg  ttccaattccaaccttaatt  ccggggccaaaattggaagg  
            884411  ccggggttttccccggaatt  ggccccccccggaaggggcc  ttccttccttttccccaagg  ccccttttccccttttcccc  ttggggggttaattggggaa  aattccccttggttggggcc  
            990011  aattccccaattggaaaaaa  ccttaaccaattttccaaaa  ttttccccaattccaattgg  aaaaggttggttggaaccgg  ttttggaaccaattccccgg  ttaaaaaaggaaccccttcc  
            996611  ttaattggccccaaaaccaa  ccaaggttggccttggttcc  ttggggttggggccaacccc  aaccccaattggttaacccc  ccaaggggccaattttggcc  ttggaaccaaggggaattgg  
          11002211  ccaaggaaaaggggaaggaa  ttttaaccttggcccccctt  ggggccttccccttaaggcc  aaccccaattggaaaaggaa  ttccaaaaggaattccaatt  ttggccttccccttcccctt  
          11008811  ggaaggccggccaaaaggtt  aaccttccttggttggttgg  ggaattttggggttggggcc  ttccttaattccccttgggg  ccccttccaaccttggttcc  ccaaccccttttccccaagg  
          11114411  ccaaggaattggttggggaa  ttccaaggccaaaaggccaa  ggggaaggttaaccggaatt  ggaaggttccccggggcccc  ccccttccccaattcgt  gcaccgcaaacgt gcaccgcaaa
     1201 tgcttctatgcttctagg cggactgtta ctgagctgcg ttttacaccc tttctttgac aaaacctaac 
     1261 ttgcgcaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa 



12.4  ANEXO IV. COLOCACIÓN DE MUESTRAS EN GEL DE 

AGAROSA PARA ELECTROFORESIS Y ANÁLISIS DENSITOMÉTRICO 

 

En cada gel de agarosa al 1% se presentan 10 muestras, mismas que corresponden a la 

amplificación del gen de actina e iNOS de un animal de cada grupo estudiado. Se realizó una 

electroforesis a 80 voltios/1hr, para posteriormente teñir los geles con bromuro de etidio y 

fotodocumentar las imágenes. (Figura 8)  

 

Figura 8. Colocación de muestras en gel de agarosa para electroforesis                         

y análisis densitométrico 

 

M –Marcador     
       100pb 
1-Actina Control 
2-iNOS Control 
3-Actina PBS 
4-iNOS PBS 
5-Actina OVA 
6-iNOS OVA 
7-Actina A91 
8-iNOS A91 
9-Actina Cop-1 
10-iNOS Cop-1 

M   1   2   3   4  5   6   7   8   9   10

1000 pb 
 
 
500pb 
 
 
100pb 

 
Actina – 641 pb 
iNOS – 394pb 

Fig .8.Colocación de las muestras obtenidas por la técnica de PCR, para realizar la electroforesis 

y posteriormente el análisis densitométrico. En el gel se muestra que para grupo se amplifico el gen 

Actina e iNOS, para su análisis y comparación. 

 

Después de realizar el análisis densitométrico comparando la expresión de iNOS de 

cada rata con la amplificación de su gen control (Actina) se obtuvo la expresión de iNOS de 

cada animal. Tomando como referencia los valores presentados por las ratas control (sin 

lesión, Sham) se obtuvo el valor de expresión relativa de iNOS correspondientes en los 

animales de los grupos experimentales. La PCR de cada rata se realizó por triplicado, 

obteniendo el promedio y  tomando este valor  para  llegar al promedio  final de cada grupo 

experimental.  

 



12.5. ANEXO V. ANÁLISIS DENSITOMÉTRICO 

 

Se llevó a cabo el análisis con ayuda del programa Image J,  con el cual se seleccionó 

un área específica que abarcara la banda de amplificación y eliminando el residuo de 

amplificación  para obtener los valores de densidad del fondo (valor de densidad que el gel 

emite por la tinción propiamente dicha). Este procedimiento se realizó para cada 

amplificación.  (Figura 9) 

Figura 9. Análisis densitométrico con el programa ImageJ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se llevó a cabo el análisis de los datos para poder obtener los valores de expresión 

relativa. Para tal efecto, primero se restó a cada banda su fondo de tinción (valor tomado de un 

área fuera de las bandas, de la misma dimensión que estas),  lo que nos proporcionó el valor 

neto. Posteriormente se dividió el valor neto de cada banda de amplificación de iNOS  entre el 

de la banda de actina. De esta manera se obtuvo la expresión de iNOS de cada animal/ grupo. 

Finalmente se tomó como expresión basal de iNOS el valor presentado por la rata no 

lesionada (Sham) y de ahí se estableció mediante una regla de tres el número de veces más que 

se expreso iNOS en los grupos con LTME. Este último valor se consideró como expresión 

relativa del gen.  

 

Los cálculos de expresión relativa se realizaron individualmente por amplificación; 

obteniendo un total de 3 valores de expresión relativa por cada animal, los cuales se 

promediaron para las gráficas. 
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