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RESUMEN

La lesion traumatica de medula espinal (LTME), ocasiona alteraciones estructurales y
funcionales y ha sido catalogada como una enfermedad catastrofica debido a las secuelas
que se producen sobre las funciones neuroldgicas, mismas que son el resultado de una serie
de alteraciones funcionales a nivel neural que pueden ser desde el bloqueo transitorio de la
conduccidn eléctrica, hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado de lesion,
desencadenando una serie de mecanismos que originan una destruccion del parénquima
medular y un proceso neurodegenerativo cronico iniciado por la liberacion de mediadores
inflamatorios y otras sustancias que incrementan la necrosis y la desmielinizacion y asi un

proceso regenerativo o destructor.

El tratamiento desde el punto de vista médico tiene un elevado costo por la implicacién de
recursos tecnoldgicos y posteriormente por las limitaciones para poder reintegrar a los
pacientes a sus actividades productivas previas. Actualmente, la incidencia de morbi-
mortalidad sigue siendo considerablemente elevada, ain en los centros de atencion
especializados en este tipo de lesion, ademas que hay muy pocos medicamentos para tratar
este tipo de padecimiento y en su mayoria no siempre se tienen los efectos deseados, ya que
se deben utilizar en altas dosis y eso ocasiona que se presenten efectos secundarios que
pueden llegar a ser severos y provocar otro tipo de padecimientos o simplemente no
presentan efecto, ni negativo ni positivo, lo que hace que no sean factibles para utilizarlos

en la clinica o que sean poco utilizables.

En este contexto fue de interés el estudio del pentapéptido FILM (Factor Inhibidor de la
Locomocién de Monocitos) como posibilidad terapéutica en la recuperacion motriz en
animales después de una LTME. EI FILM tiene una secuencia Met-GIn-Cis-Asn-Ser, con

caracteristicas anti-inflamatorias demostradas tanto in vitro como in vivo.

El objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto del FILM sobre la recuperacion motriz, la
produccién de ceruloplasmina, nitritos y peroxidacion lipidica, en animales que fueron
sometidos a una LTME. Para llevar a cabo los objetivos se utilizaron ratas de la cepa

Sprage Dawley, provocando una LTME moderada en un subgrupo y en otro una LTME



severa ambas lesiones fueron controladas y posteriormente se realiz6 la administracion por
difusion, directamente sobre el sitio de lesion del FILM o PBS (Solucién Buffer de
Fosfatos), posteriormente se evalué la recuperacion motriz, utilizando la prueba de
habilidad locomotora a campo abierto “Basso, Beattie & Bresnahan” (BBB) durante 35 dias
para observar la recuperacion. Ademas se determind la produccion de ceruloplasmina
(inmunodifusion radial), nitritos (reaccion de Griess) y peroxidacion lipidica [formacion de
malondialdehido (MDA)] a las 3 horas y a los 7 dias en animales con una LTME moderada.

Al realizar la prueba de habilidad locomotora en una LTME moderada, se observé que hay
una diferencia significativa entre los grupos utilizados, proponiendo que el FILM tiene un
efecto positivo en la recuperacion motriz de los animales con lesién traumética en médula
espinal, en una contusién moderada pero no en una severa ya que los grupos no muestran

diferencia significativa en este tipo de lesion.

En la determinacion de ceruloplasmina tanto a las 3 horas como a los 7 dias no hay
diferencia significativa (p>0.05) entre los grupos utilizados, aun cuando los animales no

estan lesionados, esto se determiné utilizando la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis.

En cuanto a la produccidn de nitritos mediante la reaccion de Griess, se observa diferencia
significativa (p<0.05) entre los grupos de PBS y FILM, realizando la correlacion entre los

datos mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Por dltimo en la determinacion de peroxidaciéon lipidica por el método del acido
tiobarbitirico no se observa diferencia en los resultados de los tres grupos, utilizando la

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar los resultados.

Se concluyo que el FILM tiene un efecto positivo en la recuperacién motriz después de una
LTME moderada y que inhibe la produccién de oxido nitrico después de 3h y 7 dias
después de la lesion. Pero no afecta a estos tiempos la produccion de ceruloplasmina y la
peroxidacion lipidica.



1. MARCO TEORICO

1.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

El sistema nervioso central (SNC) es una estructura extraordinariamente compleja que
recoge millones de estimulos por segundo que procesa y memoriza continuamente,
adaptando las respuestas del cuerpo a las condiciones internas o externas, por lo que es el
encargado de regir el funcionamiento de los distintos aparatos del cuerpo humano,
desempefia la mayoria de las funciones de la regulacion del organismo. En general, en su
mas simple accion interviene un elemento nervioso (neurona sensitiva) que recoge las
impresiones del medio ambiente o del interior del cuerpo y las transmite en forma de
impulso nervioso, mediante sus prolongaciones, a otra neurona o célula efectora, estas
neuronas sensitivas pueden estar situadas en la periferia como las células olfativas 6
agrupadas en ganglios, como sucede con los nervios sensitivos raquideos, o bien mas
profundamente colocadas, en el espesor del SNC. Las neuronas sensitivas a su vez, envian
el impulso nervioso por medio de sus prolongaciones al érgano efector (musculo o
glandula) donde se produce la reaccidn especifica correspondiente (movimiento, secrecion),
como por ejemplo: las contracciones musculares, fendmenos viscerales y secreciones de
algunas glandulas endocrinas. Este sistema recibe literalmente millones de datos con
informacién procedentes de distintos 6rganos sensoriales, para luego integrarlos y
determinar la respuesta adecuada que debe dar el organismo. EI SNC estd compuesto
principalmente por dos partes: un largo tallo, la médula espinal y una masa voluminosa en
su extremidad superior, el encéfalo, unidos por un corto segmento intermedio, el bulbo

raquideo (1).

1.1.1. ENCEFALDO.

Se encuentra dividido en tres partes (Tabla 1) (2).



Tabla 1. Divisiones del encéfalo

Divisiones Conexiones
Médula espinal
Rombencéfalo Bulbo raquideo
Protuberancia
Cerebelo
Mesencéfalo Pedlnculos cerebrales
Lamina cuadrigémica
Prosencéfalo Diencéfalo  Epitdlamo
Téalamo
Hipotélamo

Subtalamo

Telencéfalo Corteza cerebral

Cuerpo estriado

Cavidad central
Conducto ependimario
Cuarto ventriculo o vesicula

rombencefalica

Acueducto de Silvio

Tercer ventriculo o ventriculo

medio

Ventriculos laterales

1.1.1.1. Rombencéfalo.

Bulbo raquideo.

Situado entre la médula espinal y la protuberancia, el bulbo raquideo constituye en realidad
una extension en forma de pirdmide de la médula espinal. El origen de la formacion
reticular, importante red de células nerviosas, es parte primordial de esta estructura. El
nacleo del noveno, décimo, undécimo y duodécimo (IX, X, X1 y XIlI) pares de nervios
craneales se encuentra también en el bulbo raquideo. Los impulsos entre la médula espinal
y el cerebro se conducen a través del bulbo raquideo por vias principales de fibras nerviosas
tanto ascendentes como descendentes. También se localizan los centros de control de las

funciones cardiacas, vasoconstrictoras y respiratorias, asi como otras actividades reflejas,

incluido el vémito. Las lesiones de estas estructuras ocasionan la muerte inmediata.



En el bulbo raquideo se encuentran la sustancia blanca y la sustancia gris constitutivas de la
médula, pero sufren tales transformaciones como la desaparicion progresiva de los
cordones posteriores y el entrecruzamiento de los haces motores y sensitivos segmentan la
masa gris de las astas, o que produce la aparicion de nuevos elementos de sustancia gris y

blanca propios del bulbo y la formacion del cuarto ventriculo (3-4).

Protuberancia.

Situada entre el bulbo raquideo y el mesencéfalo, estd localizada enfrente del cerebelo.
Consiste en fibras nerviosas blancas transversales y longitudinales entrelazadas, que forman
una red compleja unida al cerebelo por los peddnculos cerebelosos medios. Este sistema
intrincado de fibras conecta el bulbo raquideo con los hemisferios cerebrales. En la
protuberancia se localizan los nucleos para el quinto, sexto, séptimo y octavo (V, VI, VIl 'y
VIII) pares de nervios craneales. Se encuentra constituida también por sustancia blanca y

sustancia gris.

Cerebelo.

El cerebelo es la porcion mas voluminosa del cerebro posterior y constituye la parte del
encéfalo situada en la region posterior de la base del craneo, localizada por debajo del
I6bulo occipital del cerebro y por detras del tallo encefalico. Ocupa totalmente las fosas
cerebelosas del hueso occipital aunque por debajo de la amigdala cerebelosa penetra en la
parte superior del conducto raquideo, donde se pone en contacto con la porcion
posterolateral del bulbo. Tiene forma ovoide, aplanado de arriba, estd formado por dos
masas voluminosas, hemisferios cerebelosos, unidas por un saliente anteroposterior y
medio, segmentado en sentido transversal, y un Iébulo medio constituido por los vermis
superior e inferior. Constituye una parte importante del sistema de control motor, siendo su
funcion principal determinar la secuencia temporal de contraccion de diferentes musculos
durante los movimientos complejos de partes del cuerpo, en especial cuando ocurren de

forma muy rapida. Esta dividido en tres partes:



1) Arquicerebelo, l6bulo posterior o cerebelo vestibular
2) Paleocerebelo, 16bulo anterior o cerebelo espinal
3) Neocerebelo, I6bulo medio o cerebelo central

Como las demas partes del sistema nervioso central, el cerebelo esta constituido por la
sustancia gris y la sustancia blanca. La sustancia gris se encuentra en dos partes una central
y otra superficial o cortical. En la superficial se reconocen a simple vista dos capas, una
interna de color pardo, denominado estrato granuloso, y otra externa de color gris, llamada
estrato cinereo o capa molecular; entre ambas capas se encuentra una estrecha zona
constituida por una sola fila de los cuerpos de las células de Purkinje. La sustancia gris
central estd formada por varias masas grises situadas simétricamente en el interior de la
sustancia blanca, denominadas nucleos dentados u olivas cerebelosas. Por dentro del nicleo
dentado se encuentran varios nlcleos como el nucleo dentado accesorio externo, nlcleos

dentados accesorios internos, ndcleos del techo o nucleos fastigiales (3-4).

La sustancia blanca ocupa toda la porcién central del cerebelo y esta cubierta por la capa
cortical. Rodea los nlcleos grises centrales y emite prolongaciones y ramificaciones que
penetran en el espesor de los l6bulos de las ldminas adoptando una disposicion
arborescente, por lo que recibe el nombre de arbol de la vida; se han distinguido tres

arboles: dos correspondientes a los 16bulos laterales y uno al vermis.

Cuarto ventriculo.

Es una cavidad situada en el interior del rombencéfalo; se halla en comunicacién por abajo
del conducto del epéndimo y por arriba del conducto del mesencéfalo Ilamado acueducto de
Silvio. Esta ocupado por liquido cefalorraquideo. Tiene forma romboidal, orientada hacia
arriba y adelante, se pueden distinguir una cara anterior o piso, una cara posterior o techo,

cuatro bordes y cuatro angulos.



1.1.1.2. Mesencéfalo.

Se desarrolla a expensas de la vesicula cerebral media, cuya porcién ventral se engruesa
para constituir los pedinculos cerebrales. La placa dorsal sufre igualmente un
engrosamiento y se divide en dos porciones separadas por un surco medio, las cuales, mas
tarde, se dividen a su vez por un surco transversal de cuatro eminencias denominadas
tubérculos cuadrigéminos. El conducto del epéndimo permanece muy angosto en esta

region y constituye el acueducto de Silvio.
El mesencéfalo se compone de tres partes.

- La primera consiste en los pedunculos cerebrales, sistemas de fibras que conducen
los impulsos hacia, y desde la corteza cerebral.

- La segunda la forman los tubérculos cuadrigéminos, cuatro cuerpos a los que llega
informacién visual y auditiva.

- La tercera parte es el canal central, denominado acueducto de Silvio, alrededor del
cual se localiza la sustancia gris. La sustancia negra también aparece en el
mesencéfalo, aunque no es exclusiva de éste. Contiene células que secretan
dopamina. Los nucleos de los pares de nervios craneales tercero y cuarto (111 y 1V)

también se sitan en el mesencéfalo (5).

1.1.1.3. Prosencéfalo

Embriologicamente el prosencéfalo resulta del desarrollo que sufre la vesicula cerebral
anterior, la cual por un estrangulamiento origina una porcién anterior, llamada vesicula
cerebral anterior secundaria o terminal y otra posterior o vesicula intermedia. La vesicula
cerebral intermedia forma el diencéfalo o cerebro intermedio, mientras la vesicula cerebral
anterior, también llamada yema o diverticulo anterior, da origen al telencéfalo o cerebro

hemisférico.



Diencéfalo.

De él derivan el talamo, el epitalamo y el hipotalamo.

Talamo: es una masa gris voluminosa, de forma ovoidea, con extremidad mas estrecha
anterior, situada dentro de la zona media del cerebro, entre los dos hemisferios cerebrales.
Es un centro de integracion de gran importancia que recibe las sefiales sensoriales y donde
las sefiales motoras de salida pasan hacia y desde la corteza cerebral. Todas las entradas
sensoriales al cerebro, excepto las olfativas, se asocian con ndcleos individuales (grupos de

células nerviosas) del talamo.

Epitalamo: Comprende las formaciones situadas en la parte posterosuperior del tercer
ventriculo, los cuales son la glandula pineal y sus anexos como la comisura blanca posterior

el peddnculo o estria habelunar y el trigono de la habenula (3).

Hipotalamo: Esta constituido por glomerados de sustancia gris, en el se pueden distinguir
las siguientes partes: sustancia perforada posterior, tubérculos mamilares y tuber cinereum

e infundibulo.

Coordina los reflejos autonémicos del tronco encefélico y la medula espinal, activa los
sistemas endocrinos y motor somético en el tronco encefélico o en centros superiores como
el sistema limbico donde se generan emociones y motivaciones. Es el mayor regulador de
la homeostasis incluyendo la temperatura corporal, el balance hidrico de electrolitos y el
nivel de glucosa en sangre. Es el regulador mas importante del sistema endocrino en virtud
de sus conexiones con la hipofisis, esto incluye la innervacion directa de la hipofisis
posterior por ndcleos hipotalamicos especificos y la conexion hormonal directa entre
nucleos hipotalamicos en hipofisis anterior. De la parte basal del hipotalamo emerge el tallo
hipofisiario que sale de la eminencia media y contiene el sistema portahipotalamo-

hipofisiario encargado del transporte hacia la hipofisis anterior.

Region Subtalamica: Se halla situada por abajo del tdlamo éptico y es considerado como un
medio de union entre los ndcleos basales del cerebro anterior y la region del techo del

mesencéfalo. Entre los elementos que componen la region subtalamica se encuentra en la



parte superior del nucleo rojo que ocupa la porcion del pedunculo cerebral y termina a la
altura de los tubérculos mamilares. Esta rodeado por sustancia blanca formada por los ases
dentadotalamicos y el lemnisco interno que los envuelve por fuera y atrés para ir al nucleo

ventral del talamo.

Telencéfalo 6 Cerebro.

Constituye la masa principal del encéfalo y es lugar donde llegan las sefiales procedentes de
los 6rganos de los sentidos y de las terminaciones nerviosas. El cerebro procesa toda la
informacion procedente del exterior y del interior del cuerpo y las almacena como
recuerdos. Aunque el cerebro sélo supone un 2 % del peso del cuerpo, su actividad
metabolica es tan elevada que consume el 20 % del oxigeno. Se divide en dos hemisferios
cerebrales, separados por una profunda fisura, pero unidos por su parte inferior por un haz
de fibras nerviosas de unos 10 cm llamado cuerpo calloso, que permite la comunicacion

entre ambos.

Los ventriculos son dos espacios bien definidos y llenos de liquido que se encuentran en
cada uno de los dos hemisferios. Son cuatro ventriculos conectados entre si. El liquido
cefalorraquideo que circula en el interior de estos ventriculos y ademas rodea al SCN, sirve
para proteger la parte interna del cerebro de cambios bruscos de presién y para transportar

sustancias quimicas.
En cada hemisferio se distinguen:

La corteza cerebral o sustancia gris, de unos 2 6 3 mm de espesor, formada por capas de
células amielinicas (sin vaina de mielina que las recubra). Debido a los numerosos pliegues

que presenta, la superficie cerebral es unas 30 veces mayor que la superficie del craneo.

La sustancia blanca, méas interna, constituida sobre todo por fibras nerviosas amielinicas

que llegan a la corteza.



1.1.2. TALLO ENCEFALICO.

Tallo que conecta el prosencéfalo con la médula espinal. Sus principales divisiones son: el
mesencéfalo, la protuberancia y el bulbo raquideo. A través de este se dirigen hacia arriba y
hacia abajo varios tractos de fibras importantes que transmiten sefiales sensitivas de la
meédula espinal, principalmente al tdlamo, y sefiales motoras desde la corteza cerebral a la

meédula espinal.

1.1.3. MEDULA ESPINAL.

La médula espinal es la parte del SNC que se halla alojada en el conducto vertebral, es de
forma cilindrica, aplanada ligeramente de adelante hacia atras, de manera que su diametro
transverso es mayor que el anteroposterior, siendo la diferencia de uno hasta 4 mm segun la
porcién que se considere. La médula presenta dos abultamientos fusiformes, uno en la
region cervical y otro en la porcion lumbar, este ultimo se adelgaza para formar el cono
medular. El superior se extiende de la tercera vértebra cervical a la segunda toracica y
alcanza su maxima dimension a nivel de la sexta cervical; el inferior abarca de la novena
a la doceava vértebra toracica. El abultamiento superior o braquial corresponde al origen de
los nervios destinados a los miembros superiores y el inferior, también llamado abdominal

o0 lumbar, al lugar donde emergen los nervios que van a los miembros inferiores.

La médula espinal transmite los impulsos ascendentes hacia el cerebro y los impulsos
descendentes desde el cerebro hacia el resto del cuerpo. Transmite la informacion que le
llega desde los nervios periféricos procedentes de distintas regiones corporales, hasta los
centros superiores. El propio cerebro actta sobre la médula enviando impulsos. La médula
espinal también transmite impulsos a los masculos, los vasos sanguineos y las glandulas a
través de los nervios que salen de ella, bien en respuesta a un estimulo recibido, o bien en
respuesta a sefiales procedentes de centros superiores del SNC.

La médula 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 fijacion laxa en la superficie interna
de la duramadre; esta queda separada de la piamadre por un espacio tabicado lleno
de liquido cefalorraquideo (rodea el encéfalo y la médula) llamado espacio
subaracnoideo.

& La duramadre, es un fuerte revestimiento fibroso que rodeo todo el SNC, esta unida

con firmeza a la superficie interna del craneo.

La médula espinal esta dividida de forma parcial en dos mitades laterales por un surco
medio hacia la parte dorsal y por una hendidura ventral hacia la parte anterior; de cada lado
de la médula surgen 31 pares de nervios espinales, cada uno de los cuales tiene una raiz

anterior y otra posterior.
Los nervios espinales se dividen en:

e Nervios cervicales: existen 8 pares denominados C1 a C8
o Nervios toracicos: existen 12 pares denominados T1 a T12
o Nervios lumbares: existen 5 pares denominados L1 a L5

e Nervios sacros: existen 5 pares, denominados S1 a S5

« Nervios coccigeos: existe 1 par

Los ultimos pares de nervios espinales forman la llamada cola de caballo al descender por

el tltimo tramo de la columna vertebral (Fig. 1).

La médula espinal es de color blanco, mas o menos cilindrica y tiene una longitud de unos
45 cm. Tiene una cierta flexibilidad, pudiendo estirarse cuando se flexiona la columna
vertebral (3-4).



COLUMNA VERTEBRAL Y
MEDULA ESPINAL

Ganglios
espinales
Nervios

toracicos

Nervios coccigeos

Fig. 1. Se muestra los 8 pares de nervios cervicales, los 12 toracicos,

los 5 lumbares, los 5 sacros y el par coccigeo.

La médula espinal esta constituida por sustancia gris y sustancia blanca que adoptan una
distribucion bastante regular. La substancia blanca esta formada por dos tipos de fibras
nerviosas, las mielinizadas y las amielinicas. Las fibras mielinizadas de conduccion répida
forman haces (fasciculos) que ascienden o descienden a diferentes distancias. EI conjunto
de fibras con una funcion comun se denominan haces. Al examinar un corte transversal de
la medula puede observarse que la substancia gris presenta una disposicion en forma de H.
La parte horizontal de esta H se denomina comisura gris, y cada una de las puntas recibe el
nombre de asta. En consecuencia, existen dos astas ventrales o anteriores y dos astas

dorsales o posteriores, que a diferencia del cerebro se dispone internamente (Fig. 2).



La sustancia blanca se dispone en tres columnas o cordones de fibras, anterior o ventral,
lateral y posterior o dorsal, que discurren de un nivel del sistema nervioso a otro. Las fibras
que se extienden desde un lugar determinado a otro se agrupan en haces denominados

fasciculos.

Sustancia gris Sustancia blanca zanglio espinal
{cuerpos celulares de
las neuronas sensitivas)

Raiz dorsal {axones de
las neuronas sensitivas)

Epéndimo

Mervio espinal

Surco medio Raiz ventral
{axones de las neuronas motoras)

Fig. 2. Se muestra un corte transversal de la médula espinal

donde se observan sus componentes.

1.1.4. LIQUIDO CEFALORAQUIDEO.

El liquido cefalorraquideo es un fluido claro e incoloro que recubre el sistema nervioso
central en su totalidad, como una cubierta acuosa en el espacio subaracnoideo. Su mision
principal es servir de fluido amortiguador de los posibles traumatismos que pueda sufrir el
sistema nervioso central y la médula espinal, asi como nutrir ciertas células nerviosas y
eliminar los desechos metabdlicos de algunas de ellas. Existen estructuras profundas en el
cerebro, diencéfalo y el tallo encefalico, con gran contenido de liquido cefalorraquideo

denominadas ventriculos. Son cuatro los ventriculos:

Los ventriculos laterales 1 y 2, cada uno de ellos se ubican cerca del plano medio en cada
hemisferio cerebral y se extienden desde el centro del 16bulo por delante hasta el centro del

I6bulo occipital por atrés.

El tercer ventriculo, se ubica entre las dos mitades laterales del talamo y también se
expende hacia delante y abajo, en el plano de la linea media entre las dos mitades del

hipotalamo. El cuarto ventriculo es una cavidad amplia, de escasa profundidad, en forma de



rombo, que cubre la protuberancia y el bulbo, y se extiende desde el conducto del epéndimo

de la porcion superior de la médula central hasta el acueducto de Silvio en el mesencéfalo

(1).

El liquido cefalorraquideo normal, tiene los siguientes componentes (6):
Proteinas: 15-45 mg/ 100 ml

Glucosa: 50-85 mg/ 100 ml

Cloro: 720-750 mg/ 100 ml

Células: 0 -3 linfocitos / mm®.

1.2. LESION EN MEDULA ESPINAL (LME).

Antecedentes

La LME es un término amplio que se refiere al dafio causado en la médula espinal debido
a innumerables causas que originan condiciones indeseables que pueden culminar con la

muerte.

Hace 5000 afios los egipcios realizaron la primera descripcion de una LME y sus efectos,
desde entonces y hasta mediados de los afios cuarenta, la mayoria de los pacientes morian
durante las primeras semanas a consecuencia del trauma inicial, por infecciones y otras
complicaciones sistémicas. Posteriormente, con el avance de distintas disciplinas
cientificas y clinicas se mejoré notablemente la posibilidad de sobrevida. A pesar de ello,
las incidencias de morbi-mortalidad siguen siendo considerablemente elevadas, aun en
centros especializados en este tipo de lesion. El tratamiento médico y la recuperacion del
individuo tienen un alto costo debido a los recursos tecnoldgicos que se necesitan y las
limitaciones que se observan para reintegrar al individuo en sus actividades productivas.
En México, a diferencia de otros paises, no se cuenta con un estudio epidemioldgico que
describa la incidencia, mortalidad, evolucidn postraumatica y el costo de atencion medica

de este tipo de lesiones (7).



1.2.1. Tipos de LME.

La médula espinal al igual que el encéfalo, se encuentra protegida por el liquido
cefalorraquideo, por los huesos de la columna vertebral y el craneo respectivamente.
Desafortunadamente, si la fuerza de la violencia es de suficiente magnitud, estas
estructuras protectoras pueden verse superadas por el dafio consecutivo del tejido nervioso
subyacente. Ademas pueden lesionarse los nervios craneales, raquideos y los vasos

sanguineos.

Cuando ocurre la destruccion de un axon conduce a una degeneracion completa de la
parte que se ha separado del cuerpo celular nervioso, incluyendo la pérdida de la vaina de
mielina. A este proceso se le denomina degeneracion de Waller. Después de la lesion, los
cuerpos de Nissl (sustancia cromatofilica) en las células se someten a cromatolisis, proceso
en el cual los ribosomas pierden sus caracteristicas y se observa que se disuelven en el
citoplasma circundante. Algunas de las células afectadas se desintegran pero otras se
recuperan con restauracion de la sustancia de Nissl. Las células que se recuperan participan

en el proceso de regeneracion.

Existen varios tipos de lesion en la médula espinal como son:

1) Una lesion central pequefia casi siempre afecta al haz espinotalamico en ambos lados.

2) Una lesion central grande implica ademas de las vias del dolor, a las porciones de
los haces adyacentes, la sustancia gris adyacente 0 ambas.

3) Lesion periférica irregular (herida penetrante o compresion de la médula) incluye a
las vias largas y la sustancia gris, de manera que se anulan las funciones por debajo
del nivel de la lesién. Ocurre de manera temprana una alteracién de la funcién
motora. EI compromiso de las células motoras de las astas grises anteriores a nivel
de la lesion da lugar a una paralisis parcial o total de los musculos, con pérdida del
tono muscular.

4) La hemiseccion de la médula causa el sindrome de Brown-Séquard, puede ser

resultado de heridas por balas o pufialadas. Los signos y sintomas son paralisis



ipsolateral de la motoneurona inferior en el segmento de la lesion, perdida
contralateral de las sensaciones de dolor y temperatura por debajo de la lesion (8).

5) La seccién medular completa, da como resultado una pérdida completa de toda la
sensibilidad y los movimientos voluntarios por debajo del nivel de la lesion.
Pueden verse los siguientes aspectos clinicos caracteristicos una vez terminado el
periodo de shock medular.

a) Paralisis bilateral de neuronas motoras inferiores en el segmento de la lesion y
atrofia muscular. Esto se debe a la lesion de las neuronas en las astas grises
anteriores y posiblemente a la lesion de las raices nerviosas del mismo segmento.

b) Pardlisis espéstica bilateral por debajo del nivel de la lesién, hay pérdida bilateral
de los reflejos cutaneoabdominales, causados por una interrupcion de los haces
corticoespinales en ambos lados de la médula espinal.

c) Pérdida bilateral de toda la sensibilidad por debajo del nivel de la lesion. La pérdida
se debe a la destruccién de los haces descendentes en los cordones posteriores y a
la seccion de los haces espinotalamicos laterales y anteriores en ambos lados.

d) Las funciones vesical e intestinal no estan bajo control voluntario.

1.3. FISIOPATOLOGIA DE LA LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL
(LTME).

Después de producirse una lesion medular mecanica (lesién primaria) se desencadenan una
serie de mecanismos autodestructivos (lesion secundaria) que originan una destruccion
mayor del parénquima medular; finalmente, persiste un proceso neurodegenerativo cronico
(9-11). Uno de los primeros mecanismos secundarios que aparecen después de la LTME es
la pérdida de la regulacion ibnica, incrementandose los iones de sodio y calcio y
disminuyendo los iones de potasio y magnesio, esto lleva a la suspension del impulso
nervioso y favorece la formacion de edema (11-12). El exceso de calcio libre intracelular
activa las proteasas neutras que destruyen los neurofilamentos, que son la parte
fundamental del citoesqueleto axonal, observandose en las primeras horas o dias poslesion
un colapso y fragmentacién axonal. Ademas el calcio libre también activa proteasas y

fosfolipasas que acttan sobre la mielina destruyéndola (13). La activacion de la fosfolipasa



A2 libera acido araquidonico substrato necesario para la sintesis de prostaglandinas,

tromboxanos y leucotrienos, substancias que incrementan la respuesta inflamatoria (14).

Otro mecanismo que contribuye en una forma muy importante a incrementar el dafio en la
zona de lesion es la neurotoxicidad causada por radicales libres. Después de una lesion, se
origina una gran produccién de radicales libres (15). Existen sistemas protectores que
evitan el incremento excesivo de especies oxidantes, entre ellos hay tres enzimas: la
superéxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa y la catalasa, sin embargo, la
actividad de estas enzimas antioxidantes es particularmente baja en el SNC en
comparacion con otros tejidos (16), esto hace que este 6rgano sea particularmente sensible
a los radicales libres,

Dentro de los principales radicales libres producidos por diferentes células después de una
LTME y que son altamente neurotéxicos estan el anién superéxido (O, ) y el oxido nitrico
(NO").

Después de una LTME se desencadena una intensa respuesta inflamatoria mediada por
neutrdfilos, células cebadas y una gran invasion de macrdfagos al sitio de la lesion, tanto
los neutrofilos como los macrofagos al ser activados producen O, ~ y NO™ [producido
también por plaquetas, células endoteliales y células de la microglia (macréfagos del
SNC)].

Todas estas alteraciones y fendmenos que ocurren a nivel celular tienen relacion con la
degeneracion gradual tanto vascular como del tejido neural destruyendo el sustrato
anatomico necesario para la recuperacion neurologica (17). Es por ello necesario el uso de

diversas estrategias terapéuticas que disminuyan el dafio originado por la lesion secundaria.

Pero desde el punto de vista médico tiene un elevado costo por la implicacién de recursos
tecnoldgicos y posteriormente por las limitaciones para poder reintegrar a los pacientes a

sus actividades productivas previas. Actualmente, la incidencia de morbi-mortalidad sigue



siendo considerablemente elevada, aun en los centros de atencion especializados en este
tipo de lesion (18,19),

1.4. NEUROPROTECCION EN LA MEDULA ESPINAL.

Los trasplantes al SNC han sido utilizados sobre todo con fines de regeneracion y
plasticidad neural, sin embargo, también han demostrado tener un efecto neuroprotector
después de una LTME al disminuir el grado de destruccién de la zona lesionada y aumentar

la sobrevida de los animales (20-24).

Ademas de los trasplantes, existen otras estrategias terapéuticas que pueden disminuir la
destruccion del parénquima medular en la zona lesionada. Actualmente diferentes estudios
han demostrado que también la utilizacion de farmacos y otras sustancias quimicas pueden
disminuir el grado de lesion del tejido neural. Se sabe por ejemplo, que el uso del
glucocorticoide Metilprednisolona (MP) iniciado dentro de las primeras 8 h posteriores a
una LTME y administrado a dosis altas durante 24 h, mejora la recuperacion motora de los
pacientes (25), sin embargo, también se ha demostrado que su uso puede tener efectos
negativos ya que su administracion es en altas dosis, lo que ocasiona hipertension,
incremento en la susceptibilidad a infecciones, alteraciones conductuales, etc., ademés se
sabe que puede exacerbar la necrosis neuronal postisquémica e inhibir el crecimiento
axonal (26-27).

El tratamiento con inhibidores de la sintasa de oxido nitrico (NOS) como NG-nitro-L-
arginina metilester (L-NAME) administrados durante la fase aguda de la LTME en modelos
experimentales, promueven una recuperacion clinica significativamente mayor en los

animales que recibieron el tratamiento con respecto a los que no (28).

Los antagonistas de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y acido propionico-4-
alfa-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol/keinato (AMPA/Kainato), se han propuesto como
farmacos neuroprotectores, Li-Tator y Gorgulo y cols., (29,30) demostraron que el empleo

de los farmacos antagonistas MK-801, 2,3-dihidroxy-6-nitro-7-sulfamoilbenzo-quinoxalina



(NBQX), administrados directamente en el sitio de la lesion pueden atenuar el dafio

excitotoxico mediado por aminoacidos excitatorios.

El empleo de farmacos anti-excitotoxicos como el sulfato de magnesio (MgSQO,) v el
riluzol, funcionan como neuroprotectores. Lang-Lazdunski y col. (31) demostraron que el
tratamiento con estos farmacos, previenen y atentan el fendmeno necrético que se observa
después de una LTME en modelos experimentales, demostrando mayor efectividad con el

MgSQ, al prevenir la paraplejia originada por el dafio en las motoneuronas.

Ademas se han empleado farmacos moduladores del metabolismo del acido araquidoénico,
como el ibuprofeno que es un inhibidor de la ciclooxigenasa o el U63447A que inhibe la
actividad de la sintetasa de tromboxanos, el tratamiento con estos farmacos en modelos

animales limita el desarrollo de la isquemia poslesion y la recuperacion neurolégica (32).

La administracion del antioxidante EPC-K1, una sustancia quimica que se une a la
vitamina E y C a través de uniones fosfodiester, ha demostrado disminuir la lesion y

atenuar el dafio en modelos experimentales de LTME (33).

El farmaco clembuterol también se ha propuesto como un agente que promueve
neuroproteccion, se ha descrito que tiene la capacidad de revertir la atrofia muscular
después de una LTME. El clembuterol es un agonista del receptor 3-2 adrenérgico, que al
ser estimulado promueve que se expresen diversos factores troficos, se ha visto también que

por medio de este mecanismo se promueve regeneracion y neuroproteccion (34).

A la fecha ninguna de las estrategias antes mencionadas ha logrado proveer resultados
clinicos satisfactorios, por lo que la investigacion continua para encontrar una mejor terapia

neuroprotectora.

Actualmente ha cobrado gran importancia el efecto que la respuesta inflamatoria pueda

tener como factor que incremente la neurodegeneracion.



1.5. RESPUESTA INFLAMATORIA DESPUES DE UNA LESION EN MEDULA
ESPINAL.

Durante la respuesta inflamatoria se llevan a cabo diferentes eventos. Inicialmente existe
un incremento en la permeabilidad vascular y la liberacion de lipidos con la consiguiente
activacion de la via de los eicosanoides y del factor activador de plaquetas. Se liberan
interleucina 1 (IL-1), interleucina 2 (IL-2), interleucina 6 (IL-6), el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interferon gamma (INF-y) y también pequefios péptidos como la
bradicina, y aminas como la histamina o 5 hydroxytriptamina (14), al incrementarse la
sintesis de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, se altera el flujo sanguineo y
favorece la agregacion plaquetaria lo que trae como consecuencia el fendmeno de isquemia
(35). Uno de los fendbmenos mas importantes que se lleva a cabo después de una LTME es
la migracion de un gran numero de células inflamatorias residentes (células de la
microglia) y de aquellas reclutadas de la periferia (macréfagos, linfocitos, etc.) (36). La
infiltracion de dichas células es indistinguible de la que se lleva a cabo en tejidos
periféricos lesionados y es tipica de las fases tempranas de la lesion. En las fases tardias de
la lesion, se incluyen factores de crecimiento y/o produccion de citocinas, deposito de la

matriz celular y revascularizacién que son prevalentes en la LTME.

La respuesta inmune desarrollada después de una LTME involucra dos etapas de
infiltracion celular (36). La primera es dominada por células polimorfonucleares (PMN) y
predomina durante las primeras horas (37). Los neutr6filos aparecen en la pared de las
venas y vénulas adyacentes a la lesién, en las primeras 3 a 4 horas (38), permanecen en el
tejido de 8 a 24 horas posteriores a la lesion (39,40). La respuesta inflamatoria se ve
reflejada en el aumento del nimero de leucocitos en el liquido cefalorraquideo (41), la
infiltracion de células PMN en el sitio de lesion (40), el incremento en los niveles de
leucotrienos (LT), principalmente LTB,, asi como en la actividad de la mieloperoxidasa
(42). Ademas, estudios experimentales han demostrado que entre 3 y 12 horas posteriores a
la lesion, existe un aumento significativo de la molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-

1), la cual participa en la infiltracion tisular de los neutréfilos (43).



La segunda etapa de infiltracion celular se caracteriza por la presencia de macrofagos,
mismos que se observan en los primeros dos dias y alcanzan un pico de los 5 a 7 dias
poslesion. Dos dias después de la lesion existe proliferacion y reclutamiento de macréfagos
y microglia, siendo mayor de los 4 a 8 dias poslesion. Durante esta fase hay también

infiltracion linfocitaria de los 3 a los 7 dias poslesion (36,37,39).

La microglia activada y los macrofagos sanguineos extravasados constituyen la mayoria de
células inflamatorias presentes en el sitio de lesion (44). 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 vy
traumatismos mecanicos (45). Los macrdfagos y las células de la microglia participan
importantemente en los procesos desarrollados después de la lesién liberando citocinas y

neurotoxinas (37,39).

En el cerebro y en la médula espinal existe una considerable heterogeneidad de
macrofagos; la contribucion relativa de una poblacion particular, en la reaccion
inflamatoria local puede dictar si una cascada de eventos inicia como un proceso
regenerativo o destructor, esto se ha enfatizado sobre todo en el caso de la microglia. Por
lo tanto no es sorprendente que varias neuronas y axones mielinizados se preserven en el

sitio de una lesion (46).

En condiciones normales la microglia se encuentra en estado de reposo su forma es
ramificada con largas y finas ramas y no es fagocitica. Cuando esta célula es activada
muestra hipertrofia y retraccion de sus procesos dando como resultado una configuracion
robusta. Finalmente y después de diversos estimulos la microglia se puede diferenciar hacia
una célula reactiva o fagocitica, misma que se caracteriza por mostrar extensiones cortas y
a diferencia de la microglia ramificada, estas celulas ademas de ser fagociticas son capaces
de funcionar como células presentadoras de antigenos y de secretar citocinas, factores de
crecimiento e intermediarios reactivos del oxigeno (ROI) y de nitrdgeno como él éxido

nitrico (NO"). Después de una LTME su epicentro se puede observar microglia activada



en la materia blanca y gris a partir del tercer dia y hasta la cuarta semana principalmente

en la parte ventral y caudal al epicentro de la lesion (36).

Otro elemento que participa importantemente en el proceso de infiltracion leucocitaria son
las quimiocinas, una subfamilia de citocinas que juegan un papel principal en el
reclutamiento de leucocitos especificos a los sitios de inflamacion como la interleucina 8

(IL-8), proteina inflamatoria de macrofagos (MIP-2), entre otras (47).

A pesar de que se confieren efectos benéficos a la respuesta inflamatoria, después de una
LTME, esta respuesta puede ser la responsable de la necrosis del tejido lesionado y
circundante (48-50), ya que juega un papel muy importante en la generacion de ROI,

mismos que dafian en forma importante el tejido neural.
1.6. PRODUCCION DE OXIDO NITRICO.

Otra molécula que es producida por diferentes tipos celulares después de una LTME y que
puede dafar el parénquima medular es el NO'. El oxido nitrico es un radical libre soluble y
gaseoso, que es secretado no solo por las células endoteliales sino también por los
macréfagos y neuronas cerebrales especificas. Se sintetiza a partir de la L- arginina,
oxigeno molecular y NADPH, por accion de la enzima sintetasa del 6xido nitrico (NOS)
(51-53). Cuando se activan los receptores del tipo NMDA por accién del glutamato, se
abren canales de Ca?* acoplados al receptor, asi como canales sensibles a voltaje
aumentando la concentracién de Ca’* intracelular. El Ca®* a su vez activa a la sintetasa

oxido nitrico constitutiva (NOSc), originando un incremento en la sintesis de NO".

La vida media del oxido nitrico es entre seis y diez segundos y como consecuencia de su
reaccion con el oxigeno y el agua se convierte en nitritos y nitratos. Esta molécula es
producida por diferentes tipos celulares después de una LTME y puede dafiar el
paréngquima medular (52). Las neuronas liberan NO" cuando el glutamato se une al receptor
de NMDA. Esta unién provoca la entrada de iones Ca*? 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 cuestion de milisegundos. Actualmente se
sabe que el NO" no se almacena en las vesiculas, ya que por medio de microscopia
electronica 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 implicaria que éste se sintetiza
en el momento que se necesita. Su liberacion depende de una simple difusion desde la
terminacion nerviosa, ya que en vez de actuar sobre una proteina receptora de membrana, el

NO’ se difunde hasta una neurona adyacente.

Al comparar la NOS con otras enzimas se han encontrado semejanzas solo con P-450
reductasa, siendo la funcién de transferencia de electrones de esta enzima mediada por tres
cofactores que participan en esta canalizacion electronica. Se comprende que la secuencia
de aminoéacidos en la enzima tenga lugares de reconocimiento para cada uno de estos tres
cofactores: NADPH, flavina adenina dinucleétido y flavina mononucleétido. Cabe
mencionar que ademas de estos sitios de union la NOS posee otros sitios de los cuales
carece la P450 reductasa como son: para la calmodulina y otro para la fosforilacion (protein
cinasas), siendo esta uno de los principales mecanismos de sefializacion del interior de las
células. Las sintasas constitutivas producen NO™ en cantidades picomolares por tiempo
corto. La sintasa del Oxido nitrico inducible (iNOS) normalmente no se encuentra
expresada para hacerlo necesita un estimulo inmunoldgico/inflamatorio, es decir, la
presencia de lipopolisacaridos (LPS) o de citocinas inflamatorias como TNFa, IL6, IL-1 e

IFN vy, produce NO® en cantidades nanomolares, por periodos prolongados (54).

Una vez sintetizado el NO' se difunde facilmente a los tejidos vecinos donde se une a la
guanilato ciclasa soluble para activarla y catalizar entonces la transformacion de guanosin
trifosfato(GTP) en guanosin monofosfato ciclico (GMPc). EI NO™ puede unirse también a
las proteinas de la cadena respiratorio mitocondrial de forma reversible o irreversible,

dependiendo de su concentracion y puede ocasionar la muerte celular (54).

El NO' reacciona con el anién stiper oxido para formar peroxinitrito (O, + NO* =ONOO”.
A pH fisioldgico el peroxinitrito reacciona con las proteinas, los fosfolipidos, etc., o bien se

descompone en productos citotoxicos como ion (NO"), biéxido de nitrégeno (NO,) y



radical OH™, asi que parte de la toxicidad del NO" desacopla la cadena transportadora de
electrones en la mitocondria, produciendo radicales libres (55). Ademas del NO' tiene un
efecto directo sobre aquellas enzimas en cuyos centros cataliticos existe hierro/sulfuro,
como la ribonucledtido-reductasa, en la sintesis del ADN vy tres enzimas, asi como la
succionato-ubiquinona en la cadena transportadora de electrones. Por otro lado, el NO
juega un papel importante sobre la respuesta inflamatoria, por estimulacion de la
ciclooxigenasa, aumentando la produccion de prostaglandinas y troboxanos. Reduce la
agregacion y adhesion plaquetaria. EI NO® producido por macréfagos actia como un radical
libre y es citotoxico para ciertos microorganismos y células tumorales. Aungue también ha
sido implicado en diversas enfermedades inflamatorias y con el dafio a tejido sano por la
inhibicion de varias enzimas, ademas de sus efectos toxicos sobre macréfagos y células

malignas (56).

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 concentracion del
mismo, el microambiente celular y el estado de activacion de las células sobre las cuales
gjerza su accion. Las concentraciones bajas de NO®, que son producidas por las sintasas del
Oxido nitrico constitutivas endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS), inhiben la expresién de
moléculas de adhesion, la sintesis de citocinas y quimiocinas asi como la adhesion y
migracion de los leucocitos. Las concentraciones altas, que son producidas primordialmente

por la iINOS son toxicas y especialmente pro-inflamatorias (57).

El NO"es generado enzimaticamente 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 estimulacion

inflamatoria (macréfagos) y la constitutiva eNOS primordialmente en el endotelio vascular.

Las tres isoformas tienen estructuras moleculares similares, son flavoproteinas y actlan
como dioxigenasas usando el oxigeno molecular y NADPH para transformar L- arginina a

L- citrulinay NO™



ElI NO formado por la eNOS es responsable del mantenimiento del tono vascular y prevenir
la adhesién de leucocitos y plaquetas a la pared vascular. EI NO™ formado por la nNOS
actia 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
mas prolongado es por ello que el NO" producido por iNOS, por sus altas concentraciones,
ha sido relacionado con procesos inflamatorios. En microglia, macréfagos, monocitos y
otras células, la induccidn de iINOS y la presencia de L- arginina son suficientes para iniciar
la generacion de NO'. La induccién de iNOS puede ser iniciada por citocinas inflamatorias
como IFN- vy, TNFa o IL-1, sin embargo cabe mencionar que su mejor inductor son los LPS
(57).

La iNOS también ha sido involucrada de forma importante en los eventos desarrollados
después de una LTME. La actividad de esta molécula se ha detectado 4 horas después de la
lesion y su pico méximo se ha reportado de 24 a 72 horaso incluso 7 dias (57-59) poslesion.
La expresion y la actividad de esta enzima después de una LTME es el resultado de la
activacion de la respuesta inflamatoria y del subsecuente reclutamiento de neutrofilos,
macrofagos y células de la microglia al sitio de lesidn, reflejandose esto en el tiempo de
actividad maxima de la iINOS (58-59). Las altas concentraciones de NO’ generado por
INOS favorecen la formacion de ONOO", un compuesto altamente neurotdxico. De hecho,
después de una LTME las concentraciones del ONOO™ son de 3 a 5 veces mayores a la
normal llegando a tener su pico maximo a las 12 horas poslesion. Por otra parte el mismo
NO’ en grandes cantidades puede actuar como un radical libre y asi inducir dafio 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 (57). EI NO® influye también en forma directa en la liberacién de
neurotransmisores, al estar incrementadas sus concentraciones puede estimular la liberacion
en exceso de glutamato, mismo que en estas circunstancias actla primeramente hacia
receptores NMDA promoviendo excitotoxicidad por el incremento intracelular de las

concentraciones de Ca?".



Los radicales libres conocidos incluyen el delta (&) y sigma (o) del oxigeno (02), el anion
superéxido (O, ) y el radical hidroxilo (OH") y su principal precursor el perdxido de
hidrogeno (H,O,). Otros radicales libres son el azufre (S), nitrégeno (N), cloro (CI),
carbono (C), estos radicales son susceptibles de asociarse con el oxigeno y formar otros

radicales como el NO".

La respuesta inflamatoria, es parcialmente responsable de la produccion de radicales libres
después de una LTME, dichas moléculas reactivas dafian las células nerviosas y
endoteliales, originando el fendmeno conocido como peroxidacion lipidica (interaccion de

los radicales libres con los &cidos grasos) (57).

1.7. PEROXIDACION LIPIDICA O LIPOPEROXIDACION.

La respuesta inflamatoria, es parcialmente responsable de la produccion de radicales libres
después de una LTME, dichas moléculas reactivas dafian las células nerviosas y

endoteliales, originando el fendmeno conocido como lipoperoxidacion.

El SNC es susceptible al dafio por radicales libres, debido a que los lipidos de membrana
son ricos en colesterol y acidos grasos poliinsaturados, ademas de que es rico en hierro y
acido ascérbico (los cuales catalizan la produccién de radicales libres) y cuenta con pocas
defensas antioxidantes, por lo tanto las lesiones al SNC promueven un ambiente favorable
para la produccion de estos radicales y reacciones de lipoperoxidacion.

La interaccion de los radicales libres con los &cidos grasos se denomina lipoperoxidacion.
Los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de membrana y el colesterol son las
estructuras celulares mas susceptibles de ser atacados por los radicales libres. Los acidos
grasos son los constituyentes mas comunes de los lipidos y las sustancias que confieren a
estos Ultimos su caracteristica polar. Un acido graso es un acido carboxilico alifatico de
cadena larga, la mayoria son &cidos monocarboxilicos que contienen cadenas lineales de

hidrocarburos con un namero par de atomos de carbono. Cuando el disefio es simple y



lineal, se dice que el &cido es saturado, de la misma manera cuando existen mas enlaces

separados casi siempre por un grupo metileno, se dice que los &cidos estan insaturados (60).

El proceso de peroxidacion lipidica comienza cuando el radical libre quita un atomo de
hidrogeno de uno de los atomos de carbonos metilenos de la cadena hidrocarbonada para
originar un radical libre lipidico. Puesto que los &cidos grasos poliinsaturados contienen
grupos metileno separados por dobles enlaces que debilitan el enlace metileno C-H. El
radical libre lipidico, para estabilizarse, sufre un reajuste molecular que produce un dieno
conjugado. EI dieno conjugado reacciona con el oxigeno molecular y se forma un radical
peroxilo que puede dar lugar a endoperdxidos o bien tomar un a&tomo de hidrogeno de un
carbono metileno de otro &cido graso poliinsaturado adyacente y formar de nuevo un

radical libre lipidico y un hidroperdxido lipidico (61).

Los hidropéroxidos lipidicos son compuestos estables, pero si entran en contacto con iones
metalicos de transicion, producen mas radicales que pueden iniciar y propagar otras
reacciones en cadena, alterando la estructura de las membranas y por lo tanto su funcion.
Por lo que es importante considerar, que la peroxidacion lipidica varia dependiendo del tipo
y severidad de la lesion. Los productos finales de la peroxidacion lipidica , entre los que se
incluyen hidrocarburos volatiles, alcoholes o aldehidos, pueden difundir lejos del lugar
donde se originaron y alteran la permeabilidad vascular, la respuesta inflamatoria o la

quimiotaxis (62).

1.8. CERULOPLASMINA

Tras un dafio tisular (traumatico, infeccioso, etc.), el organismo lleva a cabo una serie de

complejas reacciones en procura de tres objetivos:

& Aislar e inactivar el agente causal.
& Prevenir el dafio tisular.

& Activar los mecanismos de reparacion necesarios para retornar a la normalidad.



Este proceso Ilamado inflamacion y las reacciones inmediatas que se llevan a cabo tras el
dafio constituyen la respuesta de fase aguda, que es desencadenada por la accion de varias
citocinas sobre el SNC, las principales son la IL-1, IL-6 y el TNF. Estas citocinas son

liberadas a partir del foco de inflamacidn y su concentracion aumenta en el plasma (63).

Estos eventos provocan cambios en la sintesis de proteinas de fase aguda que aumentan en
su nivel plasmatico en la inflamacion. La sintesis de estas proteinas se lleva a cabo
principalmente en el higado, ya que los hepatocitos incrementan la biosintesis de estas
proteinas incrementando consecuentemente su concentracion, por lo que son llamados
reactantes positivos de fase aguda y a su vez los hepatocitos disminuyen la sintesis de otras
proteinas Ilamadas reactantes negativos de fase aguda (63).

Entre las proteinas de fase aguda que son reactantes positivos tenemos a la globulinas a.
Las globulinas a se subdividen en los grupos a; y a,. Dentro de las globulinas a;
encontramos a la ceruloplasmina, su sintesis es inducida por la accién de la IL-6, por lo que
es llamada proteina de fase aguda tipo 2. La ceruloplasmina es una proteina de color azul
debido a su contenido de cobre y transporta el 90 % de este metal presente en el plasma,
con peso de 132 kDa, un punto isoeléctrico de 4.4, movilidad electroforética de 4.6.
Clasificada dentro de las proteinas de cinética de evolucién lenta, ya que aumenta su
concentracion en un 50 % sobre su nivel basal, alcanzando su pico detectable de 3-4 dias,
con una vida media de entre 3-6 dias y retornando a la normalidad de los 10 a los 15 dias
(63-66).

También se sabe que la ceruloplasmina juega un papel de ferroxidasa que ayuda en la
importacion y exportacion del hierro a través de la membrana celular, catalizando la

conversion de hierro ferroso (Fe*?) a su forma férrica (Fe*®) (65-66).

Las funciones fisioldgicas de la ceruloplasmina incluyen:
% Transporte de cobre.
% Coagulacion.

% Angiogénesis.



% Ayuda en el estres oxidativo por captacion de radicales superdxidos y secuestro de

iones libres de cobre.

%

Oxidacion de lipoproteinas de baja densidad.
% Homeostasis de hierro como ferroxidasa, catalizando la conversion de Fe*? toxico

en Fe* no toxico (66-68).

Esta proteina es abundante en suero pero no en la barrera hemato-encefalica por lo que no
es posible su deteccion directamente en el SNC, al haber una gran cantidad de Fe*? se
incrementa el dafio secundario y una disminucion de la funcionalidad, originando una

neurodegeneracion (66).

Se ha encontrado que los niveles de ceruloplasmina sérica y la actividad del cobre
incrementan en enfermedades autoinmunes o dafio celular. El transporte de cobre en los
conductos biliares es interrumpido por el colapso de estos y por lo tanto el cobre se
acumula en el higado, asi es probable que los niveles de ceruloplasmina aumenten para
metabolizar los acimulos de cobre en el higado. Sin embargo los niveles de ceruloplasmina
en suero no son significativos para diagnosticar enfermedades autoinmunes, pero si en
cicatrizacion del higado cuando este dafiado por factores fisicos, quimicos o bioldgicos
(69).

1.9. PARTICIPACION DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN LOS PROCESOS
DE DESTRUCCION, PROTECCION Y RESTAURACION DEL TEJIDO NEURAL.

La produccion y liberacion de citocinas proinflamatorias y quimiocinas es uno de los
primeros eventos inflamatorios que se desencadenan después de una lesién en la médula

espinal.

Citocinas como IL-1, IL-6 y TNF-a son conocidas como mediadores de respuestas
inflamatorias periféricas, y son sintetizadas y liberadas por varias células en el SNC. TNF-a
se encarga inmediatamente de reclutar neutréfilos al sitio de lesion al inducir la expresion

de moléculas de adhesién como ICAM-1. También estimula la liberacion de 1L-8, que es



un importante factor quimiotactico para neutréfilos. De esta manera TNF-a afecta la
permeabilidad de las células endoteliales y como consecuencia dafia la barrera
hematoencefélica. Esta citocina posee también actividad citotoxica en contra de los
oligodendrocitos y puede contribuir con ello a la desmielinizacion. TNF-a estimula también
la proliferacion e hipertrofia de astrocitos promoviendo con esto la formacion de la cicatriz

glial misma que funciona como barrera a una posible regeneracion (70-72).

En diversos estudios se ha reportado que el reclutamiento de leucocitos en la medula
espinal lesionada es una respuesta fisiologica asociada con la produccién de citocinas y
proteincinasas que estan involucradas en la reparacion del tejido lesionado. Los neutréfilos
por ejemplo son las primeras células reclutadas con el objetivo de limpiar el sitio de
posibles patdgenos y restos celulares a traves del proceso de fagocitosis (primeras fases de
reparacion,) sin embargo, al estar activados también dan inicio a la liberacién de una
importante cantidad de neurotoxinas tales como: especies reactivas de oxigeno (ROS) y
radicales de nitrdgeno (RN), asi como quimiocinas y una variedad de enzimas que

promueven la destruccion tisular (38,46).

La llegada de los neutrdfilos se acompafia posteriormente por la presencia de otras células
fagociticas. Los macrofagos y las celulas de la microglia se incrementan en el sitio de
lesion. Su llegada es un evento que de no ser modulado puede incrementar el dafio tisular.
Ambas células pueden ser estimuladas por proteinas del SNC vy restos de mielina a traves
de los receptores CR3 y Toll-like iniciando con ello la liberacion de mediadores

inflamatorios y otras sustancias que incrementan la necrosis y la desmielinizacién (46).

La activacion de los macréfagos se acompafia de la liberacion de factores microbicidas
como la mieloperoxidasa y elastasa, mismas que contribuyen indudablemente a la lesion
tisular (73), de hecho algunos estudios han demostrado que el blogueo farmacologico de los
productos de estas células, promueve una mejor preservacion anatomica y funcional
después de una LTME (46,74). A pesar de lo antes mencionado, la participacion de los
macrofagos en la respuesta posterior a una LTME no es muy clara (75). La infiltracion de

monocitos y macrofagos después de una LTME tiene como objetivo remover los restos



celulares y estimular la infiltracion de nuevos vasos sanguineos y células parenquimales,
ayuda ademas a la interaccion con los linfocitos T, ya que actdan como células
presentadoras de antigenos, regulando la activacion y proliferacion de estos (46).

Por otro lado la microglia, son células pluripotenciales capaces de desarrollar diferentes
fenotipos. La severidad de la lesion determina la intensidad de la respuesta inflamatoria y
por lo tanto la cantidad de células reclutadas en el sitio de lesion y la magnitud de la
respuesta inmunolégica debido a la interaccion de la microglia con las células T, llevando
a estas a una especificidad antigénica que va a regular la respuesta inmunologica y las
fases subsecuentes (76). La microglia libera factores neurotdxicos incluyendo 6xido nitrico
y citocinas proinflamatorias como son TNF-a e IL-1p (77).

Por otra parte, la microglia activada al igual que los macrofagos, remueve los despojos
celulares después de la lesion y promueve la neovascularizacion en el area de lesién con lo
que se facilita la liberacion de factores tréficos y nutrientes para la sobrevida vy

proliferacion de las células migrantes en el area dafiada (76).

Después de una LTME se desencadena una respuesta autoinmune contra constituyentes
neurales (78-80). Esta respuesta incrementa el dafio al tejido nervioso, 0 promueve
proteccién (81-85), e incluso restauracion (48,85-88) del tejido lesionado. Los linfocitos T,
pueden actuar en forma positiva sobre el tejido nervioso ya sea mediante la liberacién de
citocinas y factores neurotroficos o bien mediante la liberacion de quimiocinas para
promover la migracion de otros elementos del sistema inmune como los neutrofilos y los
macrofagos que participan importantemente en los procesos de proteccion y regeneracion

axonal.

Las células inflamatorias son capaces de promover dafio, proteccion o incluso restauracion
del tejido neural después de una lesion. Cuando la respuesta, se da en forma desmedida y
sin control alguno, ésta puede ser capaz de promover una mayor destruccién del tejido sano
de la misma forma en que lo haria una respuesta de hipersensibilidad celular. El desafio

entonces es definir las formas para manipular las vias de sefializacion de estas células para



maximizar su potencial de reparacion y simultaneamente minimizar su capacidad

destructora inherente.

Diversos estrategias se han estudiado para poder modular la respuesta inflamatoria en otros
modelos de lesion tal es el caso de FILM el cual podria emplearse como posibilidad
terapéutica y asi detener el dafio neural. Por todo lo anterior resulta de interés el estudio del
Factor Inhibidor de la Locomocion de los Monocitos (FILM) como posibilidad terapéutica

para originar neuroproteccion y recuperacion motriz después de una LTME en ratas.

1.10. FACTOR INHIBIDOR DE LA LOCOMOCION DE MONOCITOS (FILM).

En el absceso hepatico amebiano llama la atencion la escasez de elementos inflamatorios
en los estadios avanzados. Para explicar este fendmeno se propusieron fundamentalmente
dos hipotesis, que no resultan necesariamente excluyentes: la “citolitica” y la
“antimigratoria”. Segln la primera, la amiba destruira los leucocitos conforme estos fueran
arribando al tejido infectado. La hipotesis “antimigratoria” propuesta por Pérez-Tamayo
sugiere que la Entamoeba histolytica podria producir y liberar factores capaces de inhibir el
arribo de los leucocitos al foco de infeccion (89). La falta de estos elementos inflamatorios
tardios pueden, a su vez, estar relacionados con la ausencia de tejido cicatricial y en
consecuencia con la perfecta regeneracion del parénquima hepatico. En relacion con esta
segunda hipotesis, Kretschmer y col., demostraron que en el sobrenadante de cultivos
axénicos de E. histolytica se encuentra un factor capaz de inhibir in vitro la locomocion de
fagocitos mononucleares (FM), sin afectar la locomocién de neutrofilos polimorfonucleares
(nPMN) vy eosinofilos (ePMN) (90), cancela virtualmente la produccién de intermediarios
reactivos del oxigeno [ ROI (H,0,, O,", OH™)] y la sintesis inducida de 6xido nitrico [ RNI
(NO")] pero ahora en FM y nPMN sin afectar a ePMN (91-92) induce un aumento
importante de microtibulos asociados al centriolo y en concentracion del cCAMP mientras
que disminuye el cGMP) (93-96).



El FILM cuya secuencia es Met-GIn-Cis-Asn-Ser, de un peso molecular de 583Da y que
posiblemente proviene de un péptido mayor o de una proteina que se divide por la accion
de una proteasa tipo tripsina/serina, con caracteristicas anti-inflamatorias (97).

Estudios de analisis de microarreglos, citometria de flujo, PCR tiempo real y determinacion
de proteinas por el método inmuno-enzimatico (ELISA), han mostrado que el FILM tiene
un importante papel en el equilibrio celular Th1-Th2 favoreciendo el balance hacia éste
ultimo ya que inhibe la produccion de interleucinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-
12, INF-y y favorece la produccion de citocinas anti-inflamatorias como la IL-10 y IL-1r
(en lineas celulares U-937 y MRC-5) haciendo evidente que el balance homeostatico entre
estas citocinas sea critico en la modulacion de la respuesta inflamatoria, ademas disminuye
la expresion de moléculas quimioatrayentes como las quimiocinas MIP-1a, MIP-18, MIP-
3B, MIP-3a,, MIG, entre otras (98-101).

Resultados preliminares del efecto del pentapéptido sobre la expresién de genes en
fibroblastos, sugieren que el FILM participa en procesos de angiogénesis, factores de
crecimiento, sintesis/degradacién de matriz extracelular, vasculogénesis, guia axonal ya
gue modifica la expresidn de genes que intervienen con estos procesos como: Factores de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF), trombopoyetina (Tpo), neuropilin , folistatina,
efrinas, factores de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factores neurotroficos
(BDNF), entre otros(98,101-102).

In vivo el FILM retarda el arribo de mononucleares en ventanas de Rebuck en piel humana
e inhibe la hipersensibilidad retardada cutanea al dinitroclorobenceno (DNCB) en cobayos
y gerbos, abate la expresion de moléculas de adhesién VLA-4 y VCAM-1 en endotelio

vascular pos-capilar y en monocitos de gerbos (90, 103-104).

Por otro lado mediante métodos ab initio se identifico la estructura quimica espacial y el
sitio reactivo mas probable del pentapéptido, identificando el segmento: ....Cis-Asn-Ser
como la parte critica funcional del factor. Los resultados geométricos, estructurales y de

orbitales destacan la presencia de un grupo farmacoforo en la secuencia del FILM, el cual



podria ser relevante e imprescindible con respecto a la actividad anti-inflamatoria del
mismo (105).

Los efectos biologicos inherentes al FILM sugieren una posible aplicacion selectiva en la

clinica.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La lesion traumatica de médula espinal (LTME), ocasiona alteraciones estructurales y
funcionales a nivel neuronal, desencadenando una serie de mecanismos que originan una
destruccion del paréngquima medular y un proceso neurodegenerativo crénico iniciado por
la liberacion de mediadores inflamatorios y otras sustancias que incrementan la necrosis y
la desmielinizacion y asi un proceso regenerativo o destructor. Por lo que es de interés el
estudio de la aplicacién del pentapéptido FILM como posibilidad terapéutica para originar
neuroproteccion y recuperacién motriz en una LTME en ratas, ya que posee caracteristicas
anti-inflamatorias demostradas tanto in vitro como in vivo. Disminuyendo la cantidad de
radicales libres en productos de oxido nitrico, lipoperoxidacion y de algunas proteinas de

fase aguda como la ceruloplasmina que aumentan en procesos inflamatorios.
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3. HIPOTESIS

El FILM promovera la recuperacion motriz y modificara la produccion de ceruloplasmina,
nitritos y peroxidacion lipidica en animales sometidos a una lesion traumatica de médula
espinal.

33



4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar si el FILM ejerce algun efecto en la recuperacion motriz, produccion de
ceruloplasmina, nitritos y peroxidacion lipidica en animales con lesién traumatica de

meédula espinal.

OBJETIVOS PARTICULARES

% Estandarizar la técnica de Laminectomia.

#% Estandarizar la técnica Lesion Traumatica de la Meédula Espinal (LTME),
moderada y severa.

% Conocer, manejar y aplicar la prueba de habilidad locomotora a campo
abierto “Basso, Beattie & Bresnahan” (BBB). Anexo 1

% Analizar la recuperacion motora de los animales con LTME sometidos a un
tratamiento pos- lesion con FILM.

% Determinar y cuantificar la proteina de fase aguda ceruloplasmina en plasma
de animales con una LTME.

% Determinar y cuantificar nitritos por la reaccion de Griess en plasma de
animales con una LTME.

% Determinar y cuantificar la peroxidacion lipidica en plasma de animales con
una LTME.
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5. DISENO DE LA INVESTIGACION

5.1. Tipo de estudio

Experimental y prospectivo.

5.2. Poblacion objetivo

Ratas hembras Sprague Dawley, sanas de 200-250 g.
5.3.  Criterios:

Inclusion: hembras Sprague Dawley sanas de 12 a 15 semanas de edad y con un peso

aproximado entre 200- 250 g.

Exclusion: ratas que no cumplan con los criterios de inclusion y aquellas ratas que a los 7
dias después de la lesion, en la prueba motora tengan una calificacion de 10 o mas en la
escala de BBB y también aquellas que se hayan lesionado las patas traseras por factores

externos a la lesion.

5.4. Variables

Independientes

Lesion traumatica de la médula espinal (LTME). Dafio en la médula espinal causado por el
impacto con un cilindro de acero de 10 g de peso que se deja caer de una altura de 25 y 50
mm. EIl dafio origina inflamacién y destruccion del tejido de la médula espinal, asi como
pérdida parcial de la actividad motora en las extremidades posteriores del 100 % de los
animales.

Administracion del FILM. Posterior a la LTME, en el sitio de lesion se administrd, por
difusion, 50 pl de una solucion de FILM con una concentracion de 200 ug. Posteriormente
se suturd la zona de la lesion.

Administracion del PBS. Posterior a la LTME, en el sitio de lesion se administrd, por
difusion, 50 pl de una solucion de PBS pH 7.4. Posteriormente se suturd la zona de la

lesion.
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Dependientes

Produccién de Ceruloplasmina. Proteina de fase aguda que aumenta en procesos
inflamatorios.

Lipoperoxidacion y oxido nitrico (nitritos). Productos formados por el aumento de radicales
libres después de una lesion o un dafio que ocasiona un proceso inflamatorio.
Neuroproteccion. Estrategia terapéutica que previene o disminuye la degeneracion
secundaria a una lesion en la médula espinal. Mientras mayor es la neuroproteccion menor
sera la destruccion del tejido neural y por lo tanto menor la pérdida de funciones

neurolégicas.
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6. DIAGRAMA DE TRABAJO
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7. Material y Métodos

7.1.  Estandarizacion de la Técnica de laminectomia.

Las ratas se anestesiaron mediante la inyeccion intramuscular de una mezcla de clorhidrato
de xilazina (10 mg/ Kg) y ketamina (50 mg/ Kg). Diez minutos después de dicha inyeccion
y previa asepsia de la region toracico-lumbar, se localizo la 9% y 102 vértebras, se realizaron
dos cortes longitudinales y se procedio a una laminectomia a nivel de la 9* vértebra toréacica
hasta exponer la médula espinal, sin lesionarla (Fig. 3). Las ratas se suturaron en la zona de
cirugia, primero musculo y luego piel, con hilo dexon absorbible en musculo e hilo de
nylon en piel y después se colocaron en recuperacion para tenerlas bajo cuidados
especiales, como se menciona mas adelante. Se evalu6 si hubo o no dafio en la médula al
dia siguiente, poniendo en una tabla a la rata y se observo si la rata presenta movimiento de
sus extremidades al 100 %, determinando asi que la realizacion de la técnica se llevo
adecuadamente y de esta manera no influye en los resultados de la prueba motora.

Fig. 3. Proceso de Laminectomia

7.2.  Estandarizacion de la Lesion Traumatica de la Médula Espinal (LTME).

Las ratas fueron anestesiadas mediante la inyeccion intramuscular de una mezcla de
clorhidrato de xilazina (10 mg/ Kg) y ketamina (50 mg/ Kg). Treinta minutos después de
dicha inyeccion y previa asepsia de la region toracico-lumbar, se realizaron dos cortes
longitudinales y se realizo una laminectomia a nivel de la 9% vértebra toracica hasta exponer
la médula espinal. Antes de realizar los experimentos se estandarizo la técnica de

laminectomia para evitar dafiar la medula espinal y que de esta manera no se alteren los
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resultados en la recuperacion motora. Posteriormente se hizo la LTME mediante una
contusion. Para la contusion, se dejo caer un cilindro de 10 g de una altura de 25 0 50 mm
(lesion moderada y lesion severa respectivamente) sobre el sitio expuesto, utilizando el
impactador (Universidad de Nueva York NYU, USA), un aparato que ha demostrado

infligir una lesion por contusién en la médula espinal bien calibrada (Fig. 4 y 5) (106).

Fig. 4. Proceso de Contusion Fig. 5. Monitoreo estadistico del proceso de

contusion

7.3.  Factor Inhibidor de la Locomocion de Monocitos (FILM).

El FILM se obtuvo de American Peptide Company Co. (Sunnyvale, CA, USA) (>95% de
pureza) se disolvié una concentracion de 4 ug/ul en Solucion PBS a un pH de 7.4. De esta
mezcla se realizaron alicuotas y se guardaron a -70°C, hasta utilizarlo. Se aplicaron 25 ul (4
pg/ ul) de la solucion de FILM o PBS segun sea el caso, en la zona quirargica después de la
lesion directamente sobre el sitio donde el impactador realizo la lesién, asegurando con esto
que el FILM o el PBS estuvo en contacto con la zona de lesion.

7.4.  Grupo experimental 1.

Se realizaron 2 experimentos para cada grupo. Uno de lesion moderada y uno de lesién
severa. Con 20 animales cada experimento.

Grupo A. Ratas con LTME + administracion de PBS

Grupo B. Ratas con LTME + administracion de FILM

En todos los casos a los animales se les aplico la prueba de “BBB” por 35 dias.
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7.5.  Cuidado de los animales.

Se colocaron las ratas lesionadas sobre camas con aserrin y con agua filtrada que se
cambiaron diariamente hasta el término del estudio. La vejiga fue evacuada con ayuda de
un masaje en el abdomen, dos veces al dia (por la mafiana y por la tarde) (Fig. 6), hasta que
se logro la funcion normal de la miccion, que se pierde por unos dias debido a la lesion.
Todas las ratas fueron monitoreadas cuidadosamente para evitar infeccion en el tracto
urinario u otro signo de enfermedad sistémica. Durante los primero diez dias y cuando se
presento hematuria despues de este periodo, recibieron un tratamiento de enrofloxacina en

el agua con una dosis de 64 mg/ Kg/ dia.

Fig. 6. Cuidados de los animales

7.6.  Evaluacion motora (BBB).

Se realizo cada 7 dias desde el inicio hasta el final del estudio, mediante la utilizacion de la
prueba de Habilidad Locomotora a Campo Abierto “BBB” (Fig. 7) donde la recuperacion
se califico en una escala de 0 (paralisis completa) a 21 (movilidad completa) (ver anexo)
(107,108). Al final del estudio se evalud y se realizé un analisis estadistico de los
resultados obtenidos para interpretar los datos en una grafica y de esta manera se observo la

eficacia del FILM con respecto al PBS.

Fig. 7. Prueba de BBB
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7.7.  Grupo Experimental 2.

Se lesionaron 16 ratas divididas en dos grupos de 8 ratas cada uno y cada grupo se
subdividio en 2 subgrupos de 4 ratas y se realizaron las determinaciones de ceruloplasmina,
nitritos y peroxidacion lipidica en plasma a las 3 horas y 7 dias. Ademas se utilizé un grupo

control de 4 ratas sin lesion y sin tratamiento (sanas).

7.8.  Determinacion y cuantificacion de Ceruloplasmina por inmunodifusion radial.

Se prepararon las cajas (Falcon Dickson de 35 x 14 mm), pesando 0.3 g de agarosa (B.D.
México) y se colocaron en un matraz de 250 mL, se les agrego 30 mL de agua destilada,
posteriormente se coloco el matraz en una olla de presion de 21 L a que alcanzara 125 °C
para disolver la agarosa y se dejo enfriar, se agregd azida de sodio al 0.01 % p/ v (J.T.
Baker Xalostoc, México). Se colocaron 2 mL de agarosa al 1 % con una pipeta graduada a
6 tubos de ensaye etiquetados, se colocaron en bafio Maria a 37°C durante 10 min, se
prepararon las cajas, perfectamente limpias y secas, a los tubos que contienen 2 mL de
agarosa por separado y de uno en uno se les agrego 150 pyL de suero de conejo
anticeruloplasmina y se mezclo bien en el vortex y se coloco en las cajas tubo por pozo, se
dejo reposar y solidificar, después se realizaron perforaciones de 3 mm en cada pozo con
agarosa, sin romper y en las posiciones del reloj (3,6,9 y 12).

Se colocaron 5 pulL de cada muestra problema en el orificio de los pozos de las placas o se
colocaron 5 uL del estandar de ceruloplasmina de rata y se refrigeraron durante 48 h, a las
48 h se midi6 el halo de inhibicion con un regla milimétrica, se realizd el célculo de

ceruloplasmina utilizando el estandar.

7.9. Determinacion y Cuantificacion de Nitritos por el Método de Griess.

Se tomaron 100 pL de plasma de la rata y se adicionaron 300 pL de agua destilada
(dilucion 1:4), se le agregaron 20 uL de la solucion de ZnSO4 (Sigma chemical, USA) 30 %
p/ v, se agitaron y se centrifugaron a 10,000 rpm/ 5 min. A los tubos con el cadmio activado
(Anexo 3) se les decanto el NH4Cl al 5 % con un pH de 9 y se les adiciono el
sobrenadante del paso anterior, se taparon con papel parafilm y se colocaron en una plancha
de agitacion horizontal por 15 min, se centrifugaron los tubos a 3500 rpm/ 5 min y se
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tomaron 200 pL del sobrenadante a los cuales se les adiciond 700 uLL de agua destilada + 50
uL de sulfanilamida (E. Merck, F.R. Germany) (0.5 g/ 150 mL de &cido acético al 15 %) y
se incubd por 10 min a temperatura ambiente, se adicionaron 50 pL del reactivo N-(1-
naftil)- etilendiamino diclorhidrato (NED) (Sigma chemical, USA) (0.2 g/ 150 mL de ac.
acetico al 15 %), se mezclo y se incubo 30 min. a temperatura ambiente, se leyeron las
muestras en el espectrofotometro (Jenway 6305 uv/ vis.) a 540 nm y se determino la
concentracion de nitritos y se reportaron los resultados con la utilizacion de la curva patron

de nitrito de sodio (Anexo 4)

7.10. Determinacion y cuantificacion de peroxidacién lipidica por el método del acido
tiobarbiturico (TBA).

Se colectaron las muestras sanguineas en tubos heparinizados y se centrifugaron a 3000
rpm/ 5 min, se separ0 el plasma y se agregd 10 uL de BHT (butiril-hidroxitolueno) (Sigma
chemical, USA)2 mM, se diluyo el plasma 1:5 (100 uL de plasma + 400 uL de PBS), se
tomaron 400 pL del plasma y se le adiciono 50 pL de BHT 12.6 mM + 400 pL de acido
ortofosfdrico 0.2 M (J.T. Backer, México), se mezclaron en vortex por 10 seg, después se
adicionaron 50 uL de TBA 0.11 M (J.T. Backer, México) y se mezclo nuevamente en el
vortex. La mezcla de reaccidon se coloco en un bafio Maria a 90°C con los tubos tapados por
15 min., se enfriaron en hielo y se les agrego 1 ml de N- butanol (J.T. Backer, México) y
100 pL de solucidn saturada de NaCl (H y Cel de México), se agito vigorosamente durante
30 seg, se centrifugaron a 5000 rpm/ 1 min., se transfirieron 500 pL de la fase de butanol a
una celda, se ley6 a 535 nm y a 572 nm para corregir la absorbancia. Se realizo la curva
estandar de MDA (Anexo 5) para poder realizar los calculos de las concentraciones de
MDA (109).

7.11. Método estadistico.

Se realizo un anélisis estadistico de todos los grupos y se verificd la distribucion de los
datos bajo la curva de normalidad. Se aplico la prueba estadistica no paramétrica de analisis
de varianza de Kruskal-Wallis ya que los datos no tienen una distribucion normal con una
p<0.05.
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7.12. Consideraciones éticas.

Para la realizacion del presente proyecto, se tomaron en cuenta los lineamientos
establecidos por el reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para
la Salud (Titulo séptimo: De la investigacion que incluya la utilizacion de animales de
experimentacion) y la Norma Mexicana para la Produccion, Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (110-111) (Anexo 6).

42



8. RESULTADOS

Las Graficas 1 y 2, representan las curvas de recuperacion motriz obtenidas mediante la
escala de “BBB” y evaluados por 35- 60 dias. La primera representa los datos obtenidos de
una LTME moderada y la segunda de una LTME severa. En ambas graficas se compara la

recuperacion motriz de los animales tratados con PBS y los tratados con FILM.

1

Grafica 1. Evaluacion motora mediante la prueba de “BBB” en ratas con lesion moderada

Evaluacion motora mediante la prueba de ""BBB" en ratas con Lesion Severa

PBS
91 FILM

Evaluacion motora
(BBB)
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0 T T T T T 1
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Gréfica 2. Evaluacion motora mediante la prueba de “BBB” en ratas con lesidn severa.

La grafica 3 representa la determinacion de ceruloplasmina mediante la técnica de
Inmunodifusion radial, después de la LTME y la aplicacion de los tratamientos. La grafica
A muestra la deteccion de la concentracion de ceruloplasmina a las 3 h y la grafica B la
determinacion de la concentracion de ceruloplasmina a los 7 dias. La correlacion entre los

grupos fue realizada mediante la prueba estadistica Kruskal-Wallis.

Determinacion de Ceruloplasmina

A)
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Gréfica 3. Determinacion de ceruloplasmina a diferentes grupos y analizados mediante la prueba de
Kruskal-Wallis sin diferencia significativa (p>0.05) (X * ES). A) Determinacién a las 3 h,

B) Determinacion a los 7 dias posterior a la LTME.
En la grafica 4 se observa la determinacion de nitritos mediante la reaccion de Griess. La
grafica A) a las 3 h y la B) a los 7 dias después de la LTME. Los datos se analizaron
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, encontrando diferencia significativa

entre los grupos PBS y FILM al ser comparados entre si.

Determinacién de nitritos
A)
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Gréfica 4. Determinacion de nitritos a diferentes grupos y analizados mediante la prueba de
Kruskal-Wallis con diferencia significativa (p<0.05) (X # ES). Gréfica A) Determinacion a

las 3 h, B) Determinacion a los 7 dias posterior a la LTME.
La Gréfica 5 representa la determinacién de peroxidaciéon lipidica, mediante la
concentracion de MDA a partir de BHT a las 3 h (A) y a los 7 dias (B). Para la
determinacion de MDA se utilizd una curva estandar a partir de la cual se extrapolo la
concentracion de los problemas (PBS 6 FILM) y el control (ratas sanas). Se compararon
todos los grupos entre si y los resultados fueron analizados mediante la prueba no

paramétrica Kruskal-Wallis sin encontrar diferencias significativas.

45



A)

B)

Determinacién de peroxidacion lipidica

10.0A

Concentracion de
MDA (umol/ L)

SANAS PBS FILM
Grupos

10.0+

pmol/L)

N—r

MDA

Concentracion de

SANAS PBS FILM
Grupos

Gréfica 5. Determinacion de peroxidacion lipidica a diferentes grupos y analizados mediante
la prueba de Kruskal-Wallis sin diferencia significativa (p>0.05) (X * ES). A) Determinacion a

las 3 h, B) Determinacion a los 7 dias posterior a la LTME
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9. DISCUSION.

La lesion traumatica de medula espinal (LTME), ocasiona alteraciones estructurales y
funcionales y ha sido catalogada como una enfermedad catastrofica debido a las secuelas
que se producen sobre las funciones neuroldgicas, mismas que son el resultado de una serie
de alteraciones funcionales a nivel neural que pueden ser desde el bloqueo transitorio de la
conduccidn eléctrica, hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado de lesion,
desencadenando una serie de mecanismos que originan una destruccion del parénquima
medular y un proceso neurodegenerativo cronico iniciado por la liberacion de mediadores
inflamatorios y otras sustancias que incrementan la necrosis y la desmielinizacion y asi un

proceso regenerativo o destructor (9-10).

El tratamiento desde el punto de vista médico tiene un elevado costo por la implicacién de
recursos tecnoldgicos y posteriormente por las limitaciones para poder reintegrar a los
pacientes a sus actividades productivas previas. Actualmente, la incidencia de morbi-
mortalidad sigue siendo considerablemente elevada, ademas que hay muy pocos
medicamentos para tratar este tipo de padecimiento y en su mayoria no siempre se tienen
los efectos deseados, ya que se deben utilizar en altas dosis y eso ocasiona que se presenten
efectos secundarios que pueden llegar a ser severos y provocar otro tipo de padecimientos o
simplemente no presentan efecto, ni negativo ni positivo, lo que hace que no sean factibles

para utilizarlos en la clinica o que sean poco utilizables (18-19).

Uno de los fendbmenos mas importantes que se lleva a cabo después de una LTME es la
migracion de un gran nimero de células inflamatorias residentes (células de la microglia) y
de aquellas reclutadas de la periferia (macréfagos, linfocitos) (36). En las fases tardias de la
lesion, se incluyen factores de crecimiento y/o produccion de citocinas, deposito de la

matriz celular y revascularizacion que son prevalentes en la LTME.

La respuesta inmune desarrollada después de una LTME involucra dos etapas de
infiltracion celular (36). La primera es dominada por células polimorfonucleares (PMN) y

predomina durante las primeras horas (37). Los neutréfilos aparecen en las primeras 3 a 4
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horas (38), permanecen en el tejido de 8 a 24 horas posteriores a la lesion (39,40). Ademas,
estudios experimentales han demostrado que entre 3 y 12 horas posteriores a la lesion,
existe un aumento significativo de la molécula de adhesion intercelular | (ICAM-I), la cual

participa en la infiltracion tisular de los neutrofilos (43).

La llegada de los neutrdfilos se acompafia posteriormente por la presencia de otras células
fagociticas. Los macrofagos y las celulas de la microglia se incrementan en el sitio de
lesion. Su llegada es un evento que de no ser modulado puede incrementar el dafio tisular.
Ambas células pueden ser estimuladas por proteinas del SNC vy restos de mielina a traves
de los receptores CR3 y Toll-like iniciando con ello la liberacion de mediadores

inflamatorios y otras sustancias que incrementan la necrosis y la desmielinizacion (46).

Kretschmer y col., demostraron que en el sobrenadante de cultivos axénicos de E.
histolytica se encuentra un factor capaz de inhibir in vitro la locomocion de fagocitos
mononucleares (FM), sin afectar la locomocion de neutréfilos polimorfonucleares (nPMN)
y eosinofilos (ePMN) (90), el factor fue aislado, secuenciado y finalmente sintetizado, al
péptido sintético se le han determinado los efectos bioldgicos demostrados con el péptido
original entre otros varios efectos sobre moléculas inflamatorias o antiinflamatorias. La
falta elementos inflamatorios tardios como las células mononucleares y los efectos sobre
el proceso inflamatorio, pueden a su vez, estar relacionados con la ausencia de tejido

cicatricial y en consecuencia con la perfecta regeneracion del parénquima medular.

Debido a los efectos demostrados por el FILM vy, a los escasos estudios que hay del mismo
in vivo, decidimos probar el factor en un modelo con un proceso altamente inflamatorio
como lo es la LTME vy observar su efecto en la recuperacion motriz en una contusion
moderada y una severa. La aplicacion de factor, mejoré la recuperacién motriz en el grupo
de LTME con lesion moderada como se observa en la grafica 1, comparado con el grupo
tratado con PBS, indicando que probablemente haya una regeneracion del tejido neuronal, y
quizds una neuroproteccion en el modelo por el efecto antiinflamatorio del FILM
demostrado anteriormente en otro tipo de estudios, tanto in vivo como in vitro. Estos

resultados abre nuevas ventanas para el uso de este péptido en LTME que hasta la fecha no
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habia sido probado. Como lo indicamos anteriormente, este es el primer tipo de estudios en
donde se utilizo el FILM como un posible tratamiento originando posiblemente una
neuroproteccion y evitando dafio severo en el parénquima medular. Deseamos reiterar que
aun no hay estudios que nos indiquen la mejor dosis y via de administracion adecuada para

su aplicacion.

Con respecto al efecto del FILM en la LTME con contusion severa, el grupo tratado con
FILM vy el tratado con PBS tuvieron resultados semejantes por lo que no hay diferencia
significativa entre los grupos observados como se demuestra en la grafica 2, lo que nos
puede indicar que dependiendo del grado de lesién es la eficacia del factor. Lo
recomendable en este caso es probar dosis repetidas o reforzar la dosis inicial con
aplicacion del factor por vias de administracion diferentes y que nos permitan tener una
mejor vision de la utilidad del FILM como neuroprotector y que ademas pueda ayudar no
solo proteger, sino a regenerar nuevas células neuronales que permitan una mejora en los

animales tratados con este factor.

Durante una LTME también hay un aumento en la respuesta de fase aguda, provocando
modificaciones locales y sistémicas de la fisiologia celular que sirven como control del
dafio, ya que se encargan de limpiar los residuos de la respuesta y comenzando la
reparacion del dafio, un ejemplo de estas modificaciones es la sintesis de proteinas
hepéaticas de fase aguda que acompafan la inflamacién, estas proteinas son llamados
reactantes positivas de fase aguda que son reguladas durante la inflamacién. En este caso se
realizo la determinacién de una de estas proteinas, la ceruloplasmina. Esta proteina es
abundante en suero por lo que se puede determinar su sintesis por el método de
inmunodifusién radial, debido a que no puede ser detectada en la barrera hemato-

encefalica ya que su concentracion es deficiente.

La ceruloplasmina se encarga de la homeostasis de hierro como ferroxidasa, catalizando la
conversion de Fe*? toxico en Fe* no téxico, entre otras funciones como la angiogénesis, el
transporte de cobre y ayuda en el estrés oxidativo por captacion de radicales superoxidos y

secuestro de iones libres de cobre (65-66). En el proceso de la LTME se esperaba que esta
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proteina de fase aguda disminuyera sus niveles en suero en el grupo al que le aplico el
FILM ya que este in vitro inhibe la produccién de interleucinas pro-inflamatorias como IL-
1B, IL-6, IL-12, INF-y y favorece la produccion de citocinas anti-inflamatorias como la IL-
10 y IL-1r (en lineas celulares U-937 y MRC-5) (98-101), y al ser la ceruloplasmina una
proteina de fase aguda que depende de la accidn de IL-6 para su sintesis, deberia ser menor
su concentracion en este grupo. Sin embargo los resultados que se observa en la grafica 3,
muestran que no hay diferencia significativa en la produccion de ceruloplasmina entre los
grupos estudiados y esto puede deberse tanto a que el nimero de animales no fue el
suficiente y que los tiempos para su deteccién no fueron los mas convenientes, debido a
que el pico detectable en la concentracion de ceruloplasmina es entre los 3 y 4 dias
posterior a una lesion (63-64) y no a las 3 h y 7 dias como se determino en nuestro
protocolo, ademas a los 7 dias la concentracién de ceruloplasmina regresa a su estado basal
disminuyendo su concentracion en suero, por lo anteriormente expuesto necesitamos

realizar determinaciones a otros tiempos y con un mayor nimero de animales.

Ademaés de los mecanismos ya mencionados hay otros que contribuyen en una forma muy
importante a incrementar el dafio en la zona de lesion y es la neurotoxicidad causada por
radicales libres. Después de una lesidn, se origina una gran produccién de radicales libres
(15). Existen sistemas protectores que evitan el incremento excesivo de especies
oxidantes, entre ellos hay tres enzimas: la superéxido dismutasa (SOD), la glutation
peroxidasa y la catalasa, sin embargo, la actividad de estas enzimas antioxidantes es
particularmente baja en el SNC en comparacion con otros tejidos (16), esto hace que este

Organo sea particularmente sensible a los radicales libres,

Dentro de los principales radicales libres producidos por diferentes células después de una
LTME y que son altamente neurot6xicos estan el anién superdéxido (O, ) y el oxido nitrico
(NO"). Después de una LTME se desencadena una intensa respuesta inflamatoria mediada
por neutrofilos, células cebadas y una gran invasion de macrofagos al sitio de la lesion,
tanto los neutréfilos como los macroéfagos al ser activados producen O, ~y NO' [producido
también por plaquetas, células endoteliales y células de la microglia (macréfagos del
SNC)].
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El oxido nitrico es un radical libre soluble y gaseoso, que es secretado no s6lo por las
células endoteliales sino también por los macr6fagos y neuronas cerebrales especificas. Se
sintetiza a partir de la L- arginina, oxigeno molecular y NADPH, por accion de la enzima
sintasa del 6xido nitrico (NOS) (51-53). La vida media del oxido nitrico es entre seis y diez
segundos y como consecuencia de su reaccion con el oxigeno y el agua se convierte en
nitritos y nitratos. Esta molécula es producida por diferentes tipos celulares después de una

LTME y puede dafiar el parénquima medular (52).

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 concentracion del
mismo, el microambiente celular y el estado de activacion de las células sobre las cuales
gjerza su accion. Las concentraciones bajas de NO', que son producidas por las sintasas del
Oxido nitrico constitutivas endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS), inhiben la expresién de
moléculas de adhesién, la sintesis de citocinas y quimiocinas asi como la adhesion y
migracion de los leucocitos. Las concentraciones altas, que son producidas primordialmente

por la iINOS son toxicas y especialmente pro-inflamatorias (57).

La iNOS también ha sido involucrada de forma importante en los eventos desarrollados
después de una LTME. La actividad de esta molécula se ha detectado 4 horas después de la
lesion y su pico méaximo se ha reportado de 24 a 72 horas o incluso 7 dias (57-59)
poslesion. La expresion y la actividad de esta enzima después de una LTME es el resultado
de la activacion de la respuesta inflamatoria y del subsecuente reclutamiento de neutréfilos,
macrofagos y células de la microglia al sitio de lesion, reflejandose esto en el tiempo de
actividad maxima de la iNOS (58-59). Las altas concentraciones de NO™ generado por

INOS favorecen la formacion de ONOQO', un compuesto altamente neurotoxico.

ElI FILM in vitro cancela la explosién respiratoria mediada por quimioluminiscencia ( ROI:
H,0O,, O,, OH) y la produccién de oxido nitrico (RNI: NO") en monocitos y neutr6filos
humanos, todo ello sin afectar la viabilidad celular entre los efectos comprobados, todo de

una manera selectiva (91-92).
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Con respecto a lo anterior y con lo que observamos en la gréafica 4, se demuestra que el
FILM tanto in vitro como in vivo inhibe la produccién de NO', ya que en el grupo de ratas
tratadas con el FILM hay una menor concentracion de nitritos que en el grupo de ratas
sanas y el grupo de animales tratado con PBS, tanto a las 3 h, como a los 7 dias, aun asi se
debe realizar determinaciones con un mayor nimero de animales para evitar que el error
que se obtuvo por algunos de los animales afecte los resultados y que por ser tan pocos no
se puedan excluir, ya que no permitiria un buen andlisis estadistico. De esta manera
comprobamos que el FILM tiene un efecto antiinflamatorio no solo en un tipo de células (in
vitro), sino también in vivo, donde interrelaciona un gran complejo celular, asi en este tipo
de lesion, los resultados obtenidos son alentadores para seguir realizando mas trabajos

experimentales que nos lleven a utilizar el FILM en la clinica.

Los radicales libres no solo son responsables de la produccién de NO' posterior a una
LTME, sino que también dafian las células nerviosas y endoteliales, originando el
fendmeno conocido como peroxidacion lipidica (interaccion de los radicales libres con los

acidos grasos) (57).

El SNC es susceptible al dafio por radicales libres, debido a que los lipidos de membrana
son ricos en colesterol y acidos grasos poliinsaturados, ademas de que es rico en hierro y
acido ascérbico (los cuales catalizan la produccién de radicales libres) y cuenta con pocas
defensas antioxidantes, por lo tanto las lesiones al SNC promueven un ambiente favorable
para la produccion de estos radicales y reacciones de lipoperoxidacion.

Los productos finales de la peroxidacion lipidica , entre los que se incluyen hidrocarburos
volatiles, alcoholes o aldehidos, pueden difundir lejos del lugar donde se originaron y
alteran la permeabilidad vascular, la respuesta inflamatoria o la quimiotaxis (62) debido al

dafo que sufren las membranas celulares.

Por tal motivo es que se determino la peroxidacion lipidica in vivo ya que hasta ahora no

hay estudios para demostrar que el FILM inhibe la lipoperoxidacion, los resultados
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obtenidos se expresa en la grafica 5, y debido a los efectos biologicos conocidos del FILM
sobre la produccidén de radicales libres, esperdbamos que el factor fuera capaz de inhibir la
peroxidacién, aunque los datos representan una disminucion de la peroxidacién, pero esta
no es significativa, pero existe una gran posibilidad que si se llegue a demostrar que el
FILM disminuye significativamente la peroxidacion, con un grupo mayor de animales y asi
tener un rango mas grande y evitar que un animal que este fuera de rango, como fue el caso
cause una gran diferencia en los resultados como lo fue el grupo de PBS que tiene un error
estdndar muy grande debido a que un animal esta fuera de rango y a que ese valor no se
puede excluir estadisticamente, debido a que el grupo no lo permite ya que el mismo es

pequenio.

Por todo lo anteriormente expuesto, es recomendable buscar la mejor dosis y via de
administracion a la cual el FILM tenga el efecto benéfico deseado en todos los ambitos
analizados, ademas de que al ser una molécula pequefia, la probabilidad de tener efectos
secundarios es minima, y hasta el momento no se ha detectado ninguno, ya que la
viabilidad celular in vitro esta presente durante todo el proceso del anélisis. La utilizacion
de péptidos cada vez esta siendo mayor y no solo contra procesos inflamatorios sino contra
otros patoldgicos, asi la aplicacion del factor en la practica clinica, aunque se piense lejana,

es esperanzadora.

Con todo lo anterior se puede decir que el FILM tiene un efecto benéfico en la recuperacion
motriz, siempre y cuando sea una lesion moderada y que in vivo inhibe la produccién de
Oxido nitrico, pero no la peroxidacion lipidica, ademas de que tampoco afecta la produccion

de ceruloplasmina a tiempos tan cortos, con una sola dosis Yy por esa via de administracion.
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10. CONCLUSIONES

2K El FILM tiene un efecto positivo en la recuperacion motriz después de una LTME
moderada, pero no en una severa.

€ El FILM no afecta la produccion de ceruloplasmina a las 3 h y 7 dias.

€ El FILM inhibe la producciéon de 6xido nitrico en animales con una LTME
moderada a las 3 h y 7 dias después de dicha lesion.

2K El FILM no afecta la peroxidacion lipidica en una LTME después de 3 h, ni a los 7

dias después de la lesion.
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11. PERSPECTIVAS

La lesion en SNC, ocasiona alteraciones estructurales y funcionales por lo cual ha sido
catalogada como una enfermedad catastrofica debido a las secuelas que se producen sobre
las funciones neuroldgicas, mismas que son el resultado de una serie de alteraciones
funcionales a nivel neural que pueden ser desde el bloqueo transitorio de la conduccion

eléctrica, hasta la falta total de la misma.

El tratamiento desde el punto de vista médico tiene un elevado costo por la implicacion de
recursos tecnoldgicos y posteriormente por las limitaciones para poder reintegrar a los
pacientes a sus actividades productivas previas, e incluso llegan a morir. Actualmente, la
incidencia de morbi-mortalidad sigue siendo considerablemente elevada, aun en los centros
de atencion especializados en este tipo de lesion, ya que hay muy pocos medicamentos para
tratar este tipo de padecimiento y en su mayoria no siempre se tienen los efectos deseados,
ya que se deben utilizar en altas dosis y eso ocasiona que se presenten efectos secundarios
que pueden llegar a ser severos y provocar otro tipo de padecimientos o simplemente no
presentan efecto lo que hace que no sean factibles para utilizarlos en la clinica o que sean

poco utilizables.

Por lo que es importante el desarrollo de nuevos medicamentos para la busqueda de la
recuperacion de estos padecimientos. En este caso se desea estudiar el FILM, para tratar
este tipo de lesion, deseando tener los efectos secundarios minimos o sin estos efectos, que
la mayoria de los medicamentos que estan en el mercado presentan para este tipo de

patologia, lo que impide que sean poco utilizados en la clinica.

En el caso del particular del FILM al parecer serian minimos debido a que es una molécula

pequefia, lo que lo haria su uso mas factible.

Ademas de que se pretende buscar otros efectos benéficos sobre proteinas de fase aguda,

distintos tipos de radicales libres u otra forma de determinarlos, la determinacion de
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citocinas pre y pro inflamatorias, la bdsqueda de la regeneracion de neurofilamentos y la

neuroproteccion que el FILM puede brindar después de una LTME.

Asimismo establecer las dosis optimas y la mejor via de administracion para poder utilizar

al FILM en la clinica que es el objetivo principal.
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1. ANEXOS

11.1 ANEXO 1
Escala de BBB
Puntaje Observacion

0. |No se observa movimiento en patas traseras (PT).

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

2. |Movimiento amplio (arco » 50%) de una articulacion con o sin movimiento
limitado de la otra.

3. |Movimiento amplio de las articulaciones.

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

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

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

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

8. |Movimientos ritmicos (coordinados) de ambas PT sin soporte de peso o
colocacion de la planta pero sin soportar peso.

9. |Colocacion plantar con soporte de peso cuando no esta caminando 0 pasos
ocasionales (< o = al 50%), frecuentes (51% a 94%), o constantes (95% a 100%)
con soporte de peso dorsal, sin apoyo plantar.

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

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

12. |Pasos frecuentes constantes con soporte de peso plantar y coordinacion
ocasional entre PD y PT.

13. |Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar y coordinacion

frecuente entre PD y PT.
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14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

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

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

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

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

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

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

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

Igual pero tronco constantemente estable (108).

72



13.2. Anexo 2

Resultados de la Prueba de BBB Primer Experimento Lesion Severa

D= Pata trasera derecha A= Grupo tratado con PBS
I= Pata trasera izquierda B= Grupo tratado con FILM

Y= Promedio de ambas patas traseras
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13.3. ANEXO 3.

Activacion del Cadmio

Se colocaron en tubos de 13 x 100, 0.5 g de cadmio metalico en la campana de extraccion y

se plated con una solucion acuosa de CuSOy al 5 % (2 mL), se pusieron en un rocker por 10

min hasta que el cadmio se plated, se lavo exhaustivamente con agua destilada para

eliminar el cobre, se lavd 3 veces con el tubo lleno y después se lavd con HCI 0.1N para

remover todo el hidréxido de cobre II con el tubo lleno, después se lavo el cadmio con

NH4CI (solucién acuosa al 5 %) ajustando el pH a 9 con borato de sodio y se guardd en esta

solucion hasta el dia del ensayo.

13.4. ANEXO 4.
Curva patron de nitritos
Tubo STD (nL) STD Agua destilada Absorbancia
(2pg/ mL) (ng/mL) (nL)
1 0 0 900 0
2 100 0.2 800 0.104
3 200 0.4 700 0.198
4 300 0.6 600 0.281
5 400 0.8 500 0.404
6 500 1.0 400 0.449

Se agregd 50 pL de sulfanilamida y se incubd por 10 min a temperatura ambiente, se

adicionaron 50 pL del reactivo N-(1-naftil)- etilendiamino diclorhidrato (NED) y se mezcld

y se incubo 30 min. a temperatura ambiente y la reaccion se leyo a 540nm.
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La Grafica 6 muestra la curva estandar que se tomo como parametro para determinar la

concentracion de nitritos en las muestras obtenidas.

Curva estandar de nitritos

Absorbancia

0.0« T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

Nitritos nug/ L

Grafica 6. Curva estandar de nitritos para determinar la concentracion de las muestras problemas

13.5. ANEXO 5.
Curva Patron de Peroxidacion lipidica
Tubos MDA T™MP H;POs  TBA (pL) Agua Absorbancia
(nmol/L) (L) (nL) (nL)

Blanco 0 0 3.0 1.0 1.0 0.0
1 0.2 5 3.0 1.0 1.0 0.035
2 0.4 10 3.0 1.0 0.99 0.051
3 0.8 20 3.0 1.0 0.98 0.116
4 1.2 30 3.0 1.0 0.97 0.185
5 2.0 50 3.0 1.0 0.95 0.192
6 2.8 70 3.0 1.0 0.93 0.428
7 4.0 100 3.0 1.0 0.90 0.583
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Todos los tubos se taparon con papel parafilm y se incubaron a 90 °C, por 15 min., por

ultimo se leyeron a 535nm.

La Grafica 7 representa la curva patrén de peroxidacion lipidica para la determinacion de

las muestras.

Curva estandar de peroxidacién

lipidica
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L
S 0.50
g <.
3
5 0.25- ¢
172} <.
= 3
0.004**
-0.25 . . . . .
0 1 2 3 4 5

MDA(pnmol/L)

Grafica 7. Curva estandar de peroxidacion lipidica, con una regresion lineal, para determinar la concentracion

de las muestras problemas.
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13.6. ANEXO 6

NORMAS PARA EL USO Y CUIDADO DE LOS ANIMALES

REGLAMENTO de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.-

Presidencia de la Republica.

MIGUEL DE LA MADRID H., Presidente Constitucional de los Estados Unidos
Mexicanos, en ejercicio de la facultad que confiere al Ejecutivo Federal la fraccion | del
Articulo 89 de la Constitucién Politica de los Estados Unidos Mexicanos y con fundamento
en los articulos 1o., 20., fraccion VII, 3o. fraccion 1X, 40.,70.,13 apartado "A" fracciones I,
IX, X, apartado "B" fracciones | y VI, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103 y demas relativos
a la Ley General de Salud, y

CONSIDERANDO

Que en virtud del Decreto por el que se adicioné el Articulo 40. Constitucional, publicado
en el Diario oficial de la Federaciéon de fecha 3 de febrero de 1983, se consagré6 como
garantia social, el Derecho a la Proteccién de la Salud;

Que el 7 de febrero de 1984 fue publicada en el Diario Oficial de la Federacion la Ley
General de Salud, reglamentaria del parrafo tercero del Articulo 40. de la Constitucion
Politica de los Estados Unidos Mexicanos, iniciando su vigencia el 1o. de julio del mismo

ano;

Que en la mencionada Ley se establecieron y definieron las bases y modalidades para el
acceso a los servicios de salud, asi como la distribucién de competencias entre la
Federacion y las Entidades Federativas en Materia de Salubridad General, por lo que resulta
pertinente disponer de los instrumentos reglamentarios necesarios para el ejercicio eficaz de

sus atribuciones;
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Que dentro de los programas que prev el Plan Nacional de Desarrollo 1983-1988, se
encuentra el de Salud, el cual, como lineamientos de estratégicas, completa cinco grandes
areas de politica siendo la dltima la "Formacion, Capacitacion e Investigacion™ dirigida
fundamentalmente al impulso de las areas biomédicas, médico-social y de servicios de
salud de ahi que el Programa Nacional de Salud 1984-1988 desarrolla el Programa de
Investigacion para la salud, entre otros, como de apoyo a la consolidacion del Sistema
Nacional de Salud en aspectos sustanciales, teniendo como objetivo especifico el coadyuvar
al desarrollo cientifico y tecnoldgico nacional tendiente a la blsqueda de soluciones
précticas para prevenir, atender y controlar los problemas prioritarios de salud, incrementar

la productividad y eficiencia tecnolégica del extranjero.

Que la Ley General de Salud ha establecido los lineamientos y principios a los cuales
debera someterse la investigacion cientifica y tecnoldgica destinada a la salud,
correspondientes a la Secretaria de Salud orientar su desarrollo;

Que la investigacion para la salud es un factor determinante para mejorar las acciones
encaminadas a proteger, promover y restaurar la salud del individuo y de la sociedad en
general; para desarrollar tecnologia mexicana en los servicios de salud y para incrementar

su productividad, conforme a las bases establecidas en dicha Ley;

Que el desarrollo de la investigacion para la salud debe atender a aspectos €ticos que

garanticen la dignidad y el bienestar de la persona sujeta a investigacion;

Que el desarrollo de la investigacion para la salud requiere del establecimiento de criterios
técnicos para regular la aplicacién de los procedimientos relativos a la correcta utilizacién

de los recursos destinados a ella;

Que sin restringir la libertad de los investigadores, en el caso particular de la investigacion
que se realice en seres humanos y de la que utilice materiales o procedimientos que
conlleven un riesgo, es preciso sujetarse a los principios cientificos, éticos y a las normas

de seguridad generalmente aceptadas, y
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Que la investigacion en seres humanos de nuevos recursos profilacticos, de diagnosticos,
terapéuticos y de rehabilitacion, debe sujetarse a un control para obtener una mayor eficacia

y evitar riesgos a la salud de las personas, he tenido a bien expedir el siguiente

REGLAMENTO DE LA LEY GENERAL DE SALUD EN MATERIA DE
INVESTIGACION PARA LA SALUD

TITULO SEPTIMO
De la Investigacion que incluya a la utilizacion de animales de experimentacion.
CAPITULO UNICO

ARTICULO 121.- En las investigaciones experimentales con animales, referidas a la salud
humana, se deberan llenar los requisitos que establezcan las normas de las propias
instituciones de salud, autorizadas por la Secretaria y satisfacer lo sefialado en este
Capitulo.

ARTICULO 122.- Las investigaciones se disefiardn a modo de evitar al mé&ximo el

sufrimiento de los animales.

ARTICULO 123.- Cuando sea necesario sacrificar a un animal de experimentacion, se

empleard un procedimiento que asegure en lo posible su muerte sin sufrimiento.

ARTICULO 124.- Los bioterios deberan estar de acuerdo con la especie, conformacion
corporal, habitos, preferencias posturales y caracteristicas locomotoras de los animales,
para proporcionarles comodidad, excepto cuando las variables experimentales justifiquen

otras situaciones.

ARTICULO 125.- Los bioterios de produccion o mantenimiento crénico seran
supervisados por profesionales calificado y competente en la materia y deberan permitir el
crecimiento, maduracién, reproduccién y comportamiento normal de los animales, de

conformidad con las normas que la propia institucion emita.
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ARTICULO 126.- El titular de la institucion de salud en donde se realice investigacion a la
que se refiere este Capitulo, debera establecer y vigilar el cumplimiento de las medidas de
seguridad para el cuidado y manejo de los animales, asi como las medidas de profilaxis y

vacunacion necesarias para la proteccion del personal ocupacionalmente expuesto.

NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

PUBLICADA EN EL DIARIO OFICIAL DE LA FEDERACION EL 22 DE
AGOSTO DE 2001.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.-
Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.
NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-062-ZO0O-1999, ESPECIFICACIONES
TECNICAS PARA LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE
LABORATORIO.
LILIA ISABEL OCHOA MUNOZ, Coordinadora General Juridica de la Secretaria de
Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, con fundamento en los articulos 35
fraccion 1V de la Ley Orgéanica de la Administracion Publica Federal; articulos 4o. fraccion
I, 12 fraccion XIV, 17 y 18 fraccion VI de la Ley Federal de Sanidad Animal; 38 fraccion
Il, 40, 41, 43 y 47 fraccion IV de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién; 15
fracciones XXX y XXXI del Reglamento Interior de esta dependencia, y

CONSIDERANDO
Que es atribucion de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion formular, aplicar y, en el &ambito de su competencia, expedir las disposiciones

y medidas zoosanitarias necesarias para verificar y certificar el cumplimiento de las

mismas.
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Que es funcion de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion, fomentar la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio
mediante la aplicacion de técnicas tendientes a garantizar la produccion, proteger la salud y
favorecer el buen uso de los animales de laboratorio.

Que en la actualidad, la falta de planeacion en la produccion de animales de laboratorio, la
carencia de criterios uniformes relacionados con las actividades encaminadas al cuidado,
manejo y utilizaciobn de animales con fines de investigacion cientifica, desarrollo
tecnoldgico e innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza, han provocado que el
cuidado, el trato y la aplicacion de técnicas experimentales practicadas en estos animales,
sea ejercida en forma inadecuada, representando graves dafios en el bienestar de los
mismos.

Que para lograr resultados confiables en la investigacion cientifica, la docencia biomédica
y el control de calidad, asi como utilizar el menor nimero de animales posible, es necesario
contar con animales de laboratorio en condiciones 6ptimas.

Que cuando se utilizan para fines experimentales procedimientos cuestionables,
inaceptables o contrarios a los principios de ética, éstos pueden causar graves dafios en el
bienestar de los animales.

Que el trato y la atencion inadecuada relacionada con las maniobras para la movilizacion de
los animales de laboratorio, contribuye a elevar los factores de estrés que los hacen
susceptibles a contraer enfermedades.

Que en virtud de lo anterior y como consecuencia del proceso de globalizacion en el que
México se encuentra inmerso, es necesario establecer criterios uniformes que permitan
regular eficientemente la operacion de las actividades relacionadas con la produccion,
cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio, a fin de favorecer el bienestar de
éstos, protegiendo al mismo tiempo su salud.

Que para alcanzar los objetivos sefialados en los parrafos anteriores, con fecha 6 de
diciembre de 1999, se publico en el Diario Oficial de la Federacion, el Proyecto de
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la
produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio, iniciando con ello el tramite a
que se refiere la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; razon por la cual, con
fecha 18 de junio de 2001, se publicaron las respuestas a los comentarios recibidos con
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relacion a dicho proyecto. Que en virtud del resultado del procedimiento legal antes
indicado, se modificaron los diversos puntos que resultaron procedentes y por lo cual, se
expide la presente Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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