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INTRODUCCION

El cerebro es el 6rgano mas complejo del sistema nervioso central (SNC), controla
y regula las acciones y reacciones del cuerpo. El desarrollo evolutivo de este
organo en el ser humano le ha conferido una capacidad superior de aprendizaje,
una memoria privilegiada y principalmente le confiere el poder del raciocinio
(Schuster, 1996). Pese a su importancia este 6rgano es un sistema fragil,
vulnerable como todos los componentes del cuerpo a factores patoldgicos,

externos e internos.

Las enfermedades cerebro-vasculares (ECV) son un grupo de patologias de
etiologia heterogénea, donde por una isquemia o hemorragia un area del encéfalo
es afectado de forma transitoria o permanente (Diez, 2001). En nuestro pais en el
afio 2008 las ECV ocuparon el sexto lugar dentro de las 10 principales causas de
mortalidad general (INEGI, 2008), ademas se han considerado como la principal
causa de incapacidad laboral a nivel mundial y asi mismo la segunda de
mortalidad en adultos de paises desarrollados (Murray, 1997). Isquemia Yy
hemorragia tienen una proporcion en torno al 85 y 15 por ciento de incidencia
respectivamente, de esta manera la isquemia es una linea de investigacién de alto
interés para el ambito de la salud. Se han desarrollado diversos modelos para su
estudio, entre ellos se encuentra el de isquemia cerebral focal. Este modelo es
altamente reproducible y de gran utilidad para evaluar diferentes estrategias

terapéuticas.

A pesar de los esfuerzos realizados para encontrar el tratamiento que disminuya o
evite el dafio y que ademas provea los elementos necesarios para la restauracion
del tejido, las estrategias terapéuticas que existen hasta hoy para este tipo de
enfermedades no son satisfactorias y los resultados son muy limitados (Kumai,
2004; Saigal, 2004).

Existen estudios que han demostrado el efecto favorable del COP-1 sobre la

preservacion del tejido neuronal después de un fenémeno isquémico (lbarra,
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2007). Por otra parte, la inmunizacion con COP-1 también puede ser capaz de
promover la restauracion del tejido (Gorantla, 2007), ademas de que se ha
reportado que los linfocitos T anti-COP-1 liberan factores neurotréficos y también
estimulan la liberacién por parte de otras células de estos factores. En la presente
tesis se evaluara la capacidad de la inmunizacion con cop-1 para incrementar la
concentracion de factores neurotréficos en el sitio de lesion de animales sometidos

a una isquemia cerebral focal con reperfusion.
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MARCO TEORICO

Anatomia del cerebro

Dentro de la neuroanatomia el cerebro de los cordados generalmente es dividido

en 6 grades regiones:
Mielencéfalo

Representado por el bulbo raquideo, inicia en el limite del primer nervio cervical y
termina justo en la protuberancia por el surco transversal. La superficie del bulbo

posee cisuras y surcos longitudinales que sirven para dividirlo en diversas areas.

El bulbo raquideo es la zona por donde se conducen las vias principales de fibras
nerviosas entre la médula espinal y el cerebro; también es el sitio responsable de
funciones auténomas vitales como la digestion, la respiracion y el control de la

frecuencia cardiaca (Ranson et al., 1963).
Metencéfalo

Este constituido de 2 porciones, la primera es el cerebelo. Esta porcién del

encéfalo esta formada por tres partes:
e Porcion central Unica.
e Elvermis.
e Dos hemisferios.

Los largos y angostos pliegues de la Folia, cubren un nucleo central de sustancia
blanca que continda de un hemisferio al otro a través del vermis, embebidos en
este centro medular, se encuentran grupos de sustancia gris, los cuales son
llamados los nucleos cerebelosos, el mayor y mas lateral es el nucleo dentado
(House et al., 1992) .

El cerebelo regula la fuerza y la amplitud de los movimientos, participa también en
el desarrollo del aprendizaje de las capacidades motoras. (Ranson et al., 1963)
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La protuberancia es la otra regién, también es llamada puente, su superficie dorsal
estd completamente cubierta por el cerebelo, donde forma la base o piso del
cuarto ventriculo; su superficie ventral es convexa tanto longitudinalmente como
transversalmente, el surco mediano llamado surco basilar se extiende a todo lo
largo de la superficie ventral, las raices del nervio trigémino emergen de la cara
ventrolateral del puente. Este sistema intrincado de fibras conecta el bulbo
raquideo con los hemisferios cerebrales. En la protuberancia se localizan los
nacleos para el quinto, sexto, séptimo y octavo (V, VI, VIl y VIII) pares de nervios
craneales (Tortora G. y Derrickson B., 2006).

Mesencéfalo

El tectum estd compuesto por cuatro abultamientos redondeados: los cuerpos
cuadrigéminos o coliculos, dos surcos en forma de cruz dividen a los cuatro
abultamientos en dos pares de coliculos superiores e inferiores. (House et al.,
1992)

La cavidad del mescencéfalo, el acueducto cerebral (de Silvio), es un pequefio
canal casi siempre triangular con el vértice dirigido centralmente, esta rodeado por
una zona gruesa de materia gris que se continta a lo largo del tercer ventriculo,
dorsal al acueducto se halla el tectum, formado por sustancia blanca y sustancia
gris. De manera ventral al acueducto, se encuentran los pedunculos de la base y
el Tegmento; el primero esta compuesto por un area grande de fibras que corren
longitudinalmente, el tegmento es un &rea de formacion reticular compuesta por
masas nucleares grises como de fibras continuas; entre la base de los pedunculos
y el tegmento, se interpone una zona de color mas oscuro; la sustancia negra
(Ranson et al., 1963).

El mescencéfalo controla principalmente muchas de las funciones motoras y
sensitivas, como los movimientos oculares y la coordinacién de los reflejos

visuales y auditivos (House et al., 1992).
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Diencéfalo.

Constituido por 2 estructuras también. El tAlamo es la queocupa la mayor parte del
diencéfalo y esta limitado centralmente por el surco hipotalamico. El talamo se
presenta como dos masas ovales oblicuamente dispuestas con su eje mayor
extendido desde el tubérculo caudado anterior; es una gran masa de materia gris
dividida en cierto nimero de grupos nucleares. Este procesa la informacién que

llega a la corteza cerebral procedente del resto del SNC (House et al., 1992).

El hipotdlamo est4 formado por varias regiones: laminas terminales, el receso
Optico, el quiasma Optico, el tuber cinereum y los cuerpos mamilares. La parte
media del hipotalamo es predominantemente celular y contiene muchos grupos
nucleares; la porcion lateral contiene células nerviosas dispersas y abundantes
fibras mielinicas que corren longitudinalmente. (Tortora G. and Derrickson B.,
2006)

Constituye una parte muy pequefia del volumen del encéfalo anterior y sin
embargo juega un papel muy importante en la organizacion de una variedad de
procesos autonomos y de la conducta, es fundamental para la regulacién de la
temperatura, el metabolismo del agua y el metabolismo en general, modula y
controla las respuestas simpaticas y parasimpaticos, algunos de estos procesos
involucran interacciones de las neuronas hipotalamicas y de la hipdfisis, en

consecuencia, controlan la funcién endocrina (House et al., 1992).
Telencéfalo

El telencéfalo esta constituido por diferentes estructuras, una es bulbo olfatorio
gue ocupa el surco olfatorio en la superficie basal del I6bulo frontal; corre
posteriormente dentro del trigono olfatorio proyectandose hacia delante como un
largo y delgado tallo, mostrando un abultamiento terminal, lo que es propiamente
el bulbo, éste, esta en contacto con el saco nasal, al cual da cierto niumero de
finos haces nerviosos, los cuales en conjunto constituyen el nervio olfatorio o

primer nervio craneal (Tortora G. y Derrickson B., 2006).

Los ganglios basales son cuatro masas nucleares comprenden los ganglios
basales: el caudado, el lenticular, la amigdala y el claustro. Cuando la capsula
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interna y los nucleos caudado y lenticular adyacentes se consideran en conjunto,

se les llama cuerpo estriado (Ranson et al., 1963).

Los ganglios béasales estdn comprometidos como otro componente de los
sistemas motores, su principal responsabilidad es modular la actividad de la
corteza sensorio motora (Tortora G. and Derrickson B., 2006).

La dltima es la corteza cerebral forma una lamina gris replegada sobre si misma
gue cubre los hemisferios cerebrales cuyo grosor varia de 4mm en la
circunvolucion cerebral anterior a 1.25mm cerca del polo occipital. Los hemisferios
cerebrales estan divididos en lobulos por distintas cisuras o surcos (Tortora G. y
Derrickson B., 2006), formando cuatro de ellos (Figura 1).

LOBULO FRONTAL.- Esta limitado en la parte posterior por el surco central (cisura

de Rolando) y en la inferior por la cisura cerebral lateral (cisura de Silvio); este
[6bulo se ocupa en gran medida de la planificacion de acciones futuras y del
control del movimiento (Kandel et al., 2000).

LOBULO PARIETAL.- Este l6bulo yace posterior al surco central que lo separa del

I6bulo frontal. En su parte inferior esta separado del I6bulo temporal por la cisura
lateral y por una linea que se extiende desde el angulo de la rama posterior de la
cisura lateral hasta el polo occipital. En esta region se desarrollan y controlan las
sensaciones somaticas, con la formacion del esquema corporal y la relacion de

éste con el espacio extra personal (Kandel et al., 2000).

LoBULO OcclIPITAL.-Solamente una pequefia porcion de este [6bulo se ve desde el

costado lateral. Esta separado delante de los |6bulos parietal y temporal por una
linea que se extiende del extremo superior de la cisura parieto-occipital a la
escotadura pre-occipital. En este l6bulo se controla principalmente la vision
(Kandel et al., 2000)

LOBULO TEMPORAL.- Esta separado de la frontal por la cisura cerebral lateral, y del

I6bulo parietal por una linea arbitraria trazada entre el angulo occipital. En él se
controla la audicién y a través de sus estructuras profundas, controla aspectos del
aprendizaje, la memoria y las emociones (Kandel et al., 2000).
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Lobulo parietal

Labulo frontal

Lobulo temporal

FADAM.

Figura 1. Organizacién de la porcion cortical del cerebro humano en los 4

diferentes |6bulos anteriormente descritos.

La organizacion de la corteza cerebral se caracteriza por dos rasgos importantes:

1) Cada hemisferio se ocupa fundamentalmente de los procesos sensitivos y
motores del lado contralateral del cuerpo; por lo tanto, la informacion sensitiva que
llega a la médula espinal desde la parte izquierda del cuerpo, cruza al lado

derecho del sistema nervioso en su camino hacia la corteza

2) Aunque los hemisferios son de aspecto similar, no son completamente
simétricos respecto a su estructura ni equivalentes en cuanto a su funcion.
(Tortora G. and Derrickson B., 2006) En la corteza ingresan fibras mielinicas
procedentes del centro blanco formando haces que en general tienen direccidn
perpendicular a la superficie cortical; estos haces separan las células nerviosas en
grupos columnares, disposicion que da a la corteza una estriacion radial. (House
et al., 1992)

10
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Las neuronas de la corteza estan dispuestas en capas bastante bien definidas,
cada capa esta conformada por diferentes tipos de neuronas (House et al., 1992).

Constitucion celular de la corteza cerebral

La corteza cerebral cubre la superficie de los hemisferios y se constituye de los
siguientes tipos de células y capas:

CELULAS PIRAMIDALES. Son las mas caracteristicas del sistema nervioso y su

distribucion abarca todas las regiones corticales; su soma es piramidal y su vértice
esta orientado hacia la parte superficial del que emerge una dendrita apical larga,
en ocasiones asciende hasta la capa molecular de la corteza y emite colaterales
en los estratos que atraviesa; segun su tamafio se clasifican en pequefias,
medianas, grandes y gigantes, éstas Ultimas llamadas de Betz, se encuentran en
la corteza motora precentral. (Valverde, 2002)

CELULAS GRANULOSAS O ESTRELLADAS. Tienen un cuerpo celular pequenio,

redondeado o poligonal y presentan un gran numero de dendritas que se
expanden a corta distancia en todos los sentidos del soma; su axén es corto y se

encuentran en toda la regién cortical.

CELULAS FUSIFORMES. Algunos neurdlogos las consideran como células

piramidales modificadas, se encuentran principalmente en la sexta capa cortical;
su soma es fusiforme, ovoide, poligonal, etc.; sus dendritas se ramifican en las

capas supraadyacentes y su axén se dirige a la sustancia blanca sub-cortical.

CELULAS HORIZONTALES DE CAJAL. Presentan un cuerpo fusiforme y se encuentran

en la capa molecular, sus dendritas se arborizan cerca del soma y el axdn se

distribuye horizontalmente en el estrato en que se encuentran.

CELULAS DE MARTINOTTI. Se encuentran en diferentes capas corticales, su axén se

dirige a los estratos superficiales (emite colaterales) hasta alcanzar la capa

molecular donde se ramifica.

CELULAS ESPECIALES. En algunas regiones de la corteza existen tipos particulares

de células: las piramidales gigantes de Betz en la V capa de la corteza motora; las

11
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células gigantes de Meynert en la corteza occipital, las células mitrales en el bulbo
olfatorio etc.

CAPAS CORTICALES. En el isocortex se reconocen seis capas con caracteristicas

estructurales definidas. De la superficie a la profundidad son las siguientes:

CAPA MOLECULAR (DENOMINADA TAMBIEN PLEXIFORME). Esta constituido por

dendritas situadas en capas mas profundas y eventualmente por axones de las
células Martinotti; contiene células horizontales de soma pequefio cuyas

prolongaciones se distribuyen tangencialmente en ésta capa.

CAPA GRANULAR EXTERNA. Contiene células granulares o estrelladas, células de

Martinotti y piramidales de pequefio tamafio.

CAPA DE CELULAS PIRAMIDALES. En éste estrato se encuentran numerosas células

piramidales de mediano tamafo y algunas grandes en la zona profunda.

CAPA GRANULAR INTERNA. En ella abundan las células granulares y se hacen

escasas las piramidales; asi mismo, se recibe la informacion sensorial especifica

gue procede de los nucleos talamicos correspondientes.

CAPA GANGLIONAR O DE_CELULAS PIRAMIDALES GRANDES. Contiene células

piramidales de gran tamafio y en el &rea motora se encuentran células gigantes de
Betz cuyos axones se incorporan al sistema cortico-espinal conduciendo impulsos

a las motoneuronas.

CAPA POLIMORFICA O MULTIFORME. Esta formada por células fusiformes,

triangulares, redondeadas, etc., cuyos axones se dirigen a la sustancia blanca
subcortical (L6pez, 2003; Kandel, 2001).

Fibras corticales

La corteza cerebral recibe fibras aferentes y emite fibras eferentes; las aferentes
proceden del talamo (tdlamocorticales), de regiones corticales del mismo
hemisferio (asociacion intrahemisférica) o del hemisferio ipsilateral (comisurales)
(Valverde, 2002).

12
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Fibras talamocorticales. Casi todos los impulsos que provienen de niveles
subcorticales alcanzan la corteza a través del tdlamo, una proporcién proviene de
nacleos talamicos especificos relacionados con los sistemas sensoriales: nucleo
ventral posterior (somestesia), cuerpo geniculado lateral (visién), cuerpo
geniculado medial (audicion) o con el cerebelo (nucleo ventral lateral); ésta
proyeccién tadlamocortical se organiza de manera precisa, de modo que una regién
talamica determinada esta en relacién con una zona particular de la corteza. Las
fibras talamicas que proceden de los nucleos sensoriales especificos terminan
basicamente en la capa IV, donde los axones se arborizan profusamente (Lopez,
2003).

Localizacién cortical de las funciones neurologicas.

La idea de que determinadas zonas de la corteza ejercen funciones especiales ha
sido muy estudiada, demostrando que si bien, si se pueden identificar algunas
zonas funcionales, hay que recordar y poner énfasis en que el SN trabaja
normalmente en forma integrada. (Kandel et al., 2000)

La regidn generalmente denominada area motora o area 4 de Brodmann, esta
constituida principalmente por células piramidales gigantes (de Betz);
aproximadamente éstas incluyen una parte del I6bulo frontal anterior al surco
cerebral y parte del I6bulo parietal inmediatamente posterior a este surco, estas
dos regiones se conocen como corteza sensoriomotora e incluyen las areas de
Brodmann 8, 6 y 4 de la corteza frontal y las areas 3, 1, 2 y 5 del I6bulo parietal.
(House et al., 1992)

Las principales funciones de la corteza motora son:
1.- Es la Unica capaz de iniciar movimientos voluntarios aislados.

2.- Facilita los mecanismos fundamentales para el mantenimiento del tono

muscular.

3.- Mantiene los reflejos profundos a un umbral bajo (Guyton and Hall, 2000).

13
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Isquemia cerebral

El termino ictus representa de forma genérica un grupo de trastornos que incluyen
el infarto cerebral, la hemorragia cerebral y la hemorragia subaracnoidea (Diez,
2001). La mayor parte de ictus son de tipo isquémico, como ya se habia
mencionado, y tienen su origen en el estrechamiento gradual (aterotrombosis) o
en la oclusion subita (embolismo) de alguna de las grandes arterias cerebrales, el
fendbmeno comun a los distintos subtipos etioldgicos de ictus se denomina
isquemia cerebral, que se define como la reduccion del aporte sanguineo hasta
niveles insuficientes para mantener el metabolismo y funcionamiento normales de

las células cerebrales (Torregrosa, 2007).

Fisiopatologia de laisquemia cerebral

Los procesos fisiopatolégicos de la isquemia cerebral son el resultado de una
secuencia de fendmenos celulares y moleculares a corto y largo plazo que
confluyen en 2 modalidades de muerte celular necrosis y apoptosis. Generalmente
después de producirse una lesion (lesion primaria) se desencadenan una serie de
mecanismos que originan una destruccion mayor del tejido neural (lesién
secundaria). La lesiéon primaria est4 directamente relacionada con el déficit
energético, donde la insuficiencia de oxigeno y nutrientes resultan en la necrosis
del tejido, generando el denominado infarto cerebral. Al regresar la perfusion, la
Zzona antes isquémica se ve una vez mas abastecida de oxigeno y glucosa y en
algunas areas afectadas por la isquemia se presentan una serie de procesos que
pueden aumentar la perdida de tejido nervioso, entre los que se encuentra la
segunda modalidad de muerte celular, la apoptosis, que requiere de un adecuado
aporte energético para llevarse a cabo (Lemke y cols. 1987 ; Arango, 2004).

Durante un episodio isquémico existen condiciones que determinan la aparicion de
un infarto, algunos son la hipoxia, la hipoglucemia, las alteraciones del flujo
sanguineo cerebral y el estado de la circulacién colateral entre otras. Si la
isquemia es focalizada, estos factores se suman a la heterogeneidad que existe

14
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en la reduccién del flujo sanguineo dentro de la region afectada, se pueden
generar entonces 2 zonas con caracteristicas particulares y definidas que se
pueden distinguir en parte por la integridad estructural de las neuronas halladas en
estas y el momento en que se presenta necrosis (figura 2). La primera de estas
zonas es la de infarto, también denominada “foco isquémico”, donde la muerte
celular es de tipo necroética y que corresponde a la region irrigada directamente por
la arteria que haya sido ocluida. La segunda es una zona donde la isquemia no ha
sido tan severa gracias a los aportes de la circulacion colateral, esta es la zona de
“penumbra isquémica” donde se presenta muerte de tipo necrética si las
condiciones no se restablecen a nivel de homeostasis, se plantea un periodo de 4-
8 h en el que las células "en riesgo" pueden permanecer viables mediante la
reperfusién o la administracion de farmacos que eviten la extension del area de
penumbra dentro del infarto (Alexandrova, 2005; Sanchez, 1999); de no ser asi, la
cascada isquémica se torna imparable y es incluso ocasionada por una
reperfusién incompleta (falta de reflujo). Lo que lleva a que se presenten
fendmenos como “maduracion del infarto" y "dafio cerebral tardio" que pueden ser
minimizados con citoprotectores en un tiempo de 8-12 h; también se puede
presentar apoptosis o muerte celular programada en el area después de la
reperfusién (Arango, 2004; Mergenthaler, 2004).

Collateral blood flow
—= from the Anberior Cerebeal

e

MCA Qcelusion

Middle Cerebral

arter oF

g Collateral blood flow
Pogtarior Cerebral  from the Posterior
artery branch _ Cerebral artery

Figura 2. Tras un evento isquémico por oclusion de la arteria cerebral medio

o0 MCAO (del ingles Middle Cerebral Artery Occlusion) se generan 2 zonas:

15
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infarto cerebral (foco isquémico) y penumbra isquémica. Se muestras
también la dinamica del flujo colateral que atenua el proceso isquémico en la

zona de penumbra.

La penumbraisquémica

Después de un episodio isquémico focalizado se puede distinguir una zona
moderadamente hipoperfundida que se encuentra entre la zona del infarto y el
parénguima cerebral normalmente perfundido donde el flujo sanguineo cerebral es
mayor a 50ml/100g/min, su extension depende directamente de la circulacién
colateral; en ella se logran diferenciar dos regiones: una ligeramente
hipoperfundida con flujo sanguineo cerebral mayor a 22ml/100g/min en la que la
transformacion en infarto sélo sucede en circunstancias especialmente adversas,
esta se denomina zona oligohémica, y la otra, que es denominada penumbra
isquémica, con una perfusion cerebral criticamente disminuida equivalentes a
valores menores de 22mi/100g/min, pero en la que el consumo de oxigeno es
todavia suficiente para preservar la supervivencia tisular (Castillo et al., 2003)

Las neuronas que se encuentran dentro de la penumbra isquémica conservan su

integridad estructural, pero su funcionalidad ha sido abolida.

Una vez iniciado el episodio isquémico el flujo sanguineo se reduce y la cantidad
de oxigeno en la region afectada deja de ser suficiente para mantener el
metabolismo oxidativo de la glucosa, lo que origina acidosis tisular al acumularse
lactato via glucolisis anaerobia. (Cheng et al., 2004) ya que el acido piravico no
entra al ciclo de Krebbs, originando la consiguiente disminucion de ATP, en
consecuencia todas las reacciones y mecanismos dependientes de ATP cesan.
Entre ellos las bombas intercambiadoras de iones; los fallos de las bombas de Na*
y K" originan una rapida deplecion de K* intracelular provocando la
despolarizacion de la membrana neural. Una vez despolarizada la membrana se
liberan de forma discriminada diversos aminoacidos neuroexitadores, entre los que

se encuentra el glutamato que produce una hiperexitacion de los receptores
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glutamatergicos de N-metil-D-aspartato (NMDA) ionotréficos y metabotréficos, y
los receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) lo
gque confluye en la muerte de la neurona por un aumento masivo de calcio
intracelular (Garcia, 1999). Ademas la sobreexcitacion de los receptore de AMPA
lleva también al aumento en las concentraciones intracelulares de Na* y CI". En
conjunto esto produce un desajuste masivo de la homeostasis ionica, entrada
pasiva de agua al interior de la célula (edema celular). Los cambios en el volumen
celular pueden finalizar con la lisis osmética de la neurona. La exitotoxicidad

puede ser también la sefial de inicio para la apoptosis y procesos inflamatorios.

Al ser incapaz de mantener la polarizacion de la membrana en la neurona se
bloguean los canales de Ca?* dependientes de voltaje y se desbloquean los
canales de Ca*" dependientes de los receptores (Castillo, 2004) ocasionando un
incremento en la concentracidon de este i6n de manera intracelular, como
consecuencia, el calcio provoca una cascada metabdlica que activa enzimas
proteoliticas y lipoliticas que pueden llevar a abolir de forma irreversible la
regulacion del metabolismo neuronal. (Castillo et al., 2003) La activacion de la
fosfolipasa A2 produce acido araquidonico que origina tromboxanos A2 vy
leucotrienos, con accién vasoconstrictora y promotora de agregacion plaquetaria,
evitando un posible reflujo sanguineo. La activacion enzimética induce
degradacion proteica, despolimerizacion de microtubulos, liberacion de calcio de
los depdsitos intracelulares, liberacion de neurotransmisores y, en definitiva, dafio
de membrana y de los propios canales de calcio, cerrando un circulo que

amplificaria el dafio celular. (Hansen, 1989).

Durante la isquemia y, especialmente, durante la reperfusion se generan radicales
libres. El producto de la reaccion del superoxido y el oxido nitrico, que es
generado después de los tipos dependientes de calcio-calmodulina de la 6xido

nitrico sintasa, es el mas altamente reactivo de los radicales perdxido nitrito.

Otro factor como la activacién de la microglia, en colaboracién con los astrocitos,

también contribuye al dafio tisular isquémico a través de varios mecanismos, como
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la produccién de citocinas, 6xido nitrico o NO (del inglés niric oxide) y otros
radicales libres (castillo, 2003).

Los radicales pueden reaccionar practicamente con todos los elementos que
conforman a la celula, desde fosfolipidos hasta acidos nucleicos. Estos
compuestos producen los estados iniciales y tardios de la isquemia cerebral
mediante mecanismos fisiopatolégicos diferentes: se producen especies reactivas
de oxigeno por el metabolismo del acido araquidonico y la NO sintasa neuronal; en
estados intermedios, los radicales libres de oxigeno son el aporte correspondiente
a la infiltracion de neutréfilos en area isquémica, y en estados ms tardios
interviene en la sintesis y activacion de las enzimas NO sintasa inducible (iNOS)y
la cicloxigenasa-2 1(COX-2) (Mergenthaler, 2004; Arango, 2004)

Como ya se ha mencionado, en la zona de penumbra la muerte neuronal es en
parte el resultado de un proceso apoptético (Traystman, 1991). Como
consecuencia de la accion de endonucleasas o de las ROS el DNA sufre dafos,
se da inicio al mecanismo autodestructivo en el que implica una alteracion de la
expresion genética; también las reducciones moderadas del ATP mitocondrial
originan la liberacion de caspasas y citocromo ¢, que actian como iniciadores de
la muerte neuronal apoptotica. (Castillo, 2003) Todos los eventos bioquimicos se

pueden sintetizar y agrupar en el siguiente diagrama:
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Reduccion flujo sanguineo
v
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v |
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v Liberacién de glutamato
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Ca-dependentes v F ;
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sintasa, lipasas,
proteasas y - Peraidacién koid \J
endonucleasas o lipidica . .
| -\\\“ l Liberacion de citoquinas
A . !
Apoptosis » Dano celular irreversible« '

Figura 3. Diagrama de los principales eventos celulares, moleculares y

patologicos resultantes de un evento isquémico.

La isquemia misma y la reperfusion posterior, inducen una respuesta inflamatoria
iniciada en la microcirculacion, que coadyuvara a la destruccion celular (ladecola,
2001) La produccion y liberacién de citocinas proinflamatorias y quimiocinas es
uno de los primeros eventos inflamatorios que se desencadenan después de una
lesién. Citocinas como IL1, IL6 y TNFa son conocidas como mediadores de
respuesta inflamatoria periférica, y son sintetizadas y liberadas por varias células
en el SNC (zhai, 1997; Pan, 2003). Los neutrofilos son las primeras
células reclutadas con el objetivo de limpiar el sitio de posibles patégenos y restos
celulares a través 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: ROS y radicales de nitrégeno (RN), asi

como quimiocinas y una variedad de enzimas que promueven la destruccion
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tisular (Schurer, 1990; Taoka, 1997). La microglia y los macréfagos sanguineos
son otras de las células inflamatorias que llegan al sitio de lesion, éstas
constituyen la mayoria de células inflamatorias presentes (Popovich, 1999; Block,
2005). Estas células participan importantemente en los procesos desarrollados
después de la lesion liberando citocinas y neurotoxinas (Giulian, 1993; Bethea,
1998; Schilling, 2005).

En lo referente a los macréfagos, su activacion se acompafia de la liberacion de
factores microbicidas como la mieloperoxidasa y elastasa mismas que contribuyen
al dafio tisular (Giulian y cols. 1993; Popovich y cols. 2002). Sin embargo también
se sabe que los macréfagos participan en las fases tempranas de reparacion
tisular (Bomstein y cols. 2003; Schilling y cols. 2005). La microglia por otro lado,
es un grupo de células pluripotenciales capaces de desarrollar diferentes
fenotipos. Con la salida excesiva de glutamato después de una lesion al SNC, la
microglia adquiere un fenotipo (microglia reactiva) que expresa muy bajas
cantidades de moléculas MHC Il y es incapaz de mantener una buena interaccién
con los linfocitos T (Shaked,2004). Este fenotipo se caracteriza por la liberacion
excesiva de NO, TNFa e IL-1B llevando a la toxicidad (Merrill, 1993).

Por otra parte la microglia activada al igual que los macréfagos, remueve los
despojos celulares después de la lesion y es capaz también de promover la
neovascularizacion en el area de lesion, facilitando asi la liberacion de factores
troficos y nutrientes para la sobrevida y la proliferacion de las células migrantes
en el area dafiada (Shaked, 2004). Ademas, la microglia, es capaz de expresar
transportadores para glutamato (van Landeghem, 2001) lo cual aparentemente
contribuye a amortiguar las concentraciones de glutamato. La microglia activada
es capaz también de producir factores neurotroficos como factor neurotréfico del
crecimiento (NGF,del inglés Neurotrophic Growth factor), factor neurotroéfico
derivado del cerebro (BDNF, del inglés Brain Derived Neurotrophic Factor)
(Nakajima, 2001), factor neurotrofico derivado de la linea glial (GDNF, del inglés
Glial cell line-derived neurotrophic factor) (Hashimoto y cols. 2005) y neurotrofinas
como NT3, NT4/5 (Elkabes, 1998). Los linfocitos son las células que modulan la
intensidad de la respuesta inflamatoria. Su participacion después de una lesion al
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SNC también ha sido relacionada con el dafio al tejido neural (Jones y cols.
2004). Sin embargo, en diversos estudios se ha informado que la presencia de
linfocitos T en el sitio de lesién favorece la recuperacion funcional (Moalem, 1999;
Hauben, 2000b). Los linfocitos T son capaces de sintetizar NGF, BDNF y diversas
neurotrofinas (NT3, NT4/5) (Santambrogio, 1994; Moalem, 1999). Ademas, un
gran numero de células inflamatorias (linfocitos B, macrofagos, microglia,
mastocitos, eosindéfilos y basofilos) pueden ser estimuladas también por los
linfocitos T para liberar NGF (Torcia, 1996). Estos factores neurotroficos pueden
desempeiiar una funcién regeneradora o neuroprotectora; por ejemplo, el BDNF al
igual que la interleucina 10 (IL-10) bloquea la expresiéon de iNOS y promueve
hasta un 40% la sobreviva de las motoneruronas (Novikov, 1997). Al momento
varios estudios han informado el efecto nocivo (Jones y cols. 2002; Becker y cols.
2003) y el efecto benéfico (Kipnis y Schwartz; 2002; Butovsky, 2005) de la
respuesta inmunoldgica desarrollada después de una lesion al SNC. Con respecto
al aspecto benéfico, diferentes estudios han sugerido la existencia de una
respuesta autorreactiva contra constituyentes neurales con propiedades
protectoras y restauradoras originada como consecuencia a una agresion al SNC
(Hauben, 2000b). Dicha respuesta se ha manejado en el marco de un nuevo
concepto denominado “autorreactividad protectora” (Schwartz, 2003) que es una
respuesta fisiolégica al trauma (Yoles, 2001) controlada genéticamente (Kipnis,
2001).

Autorreactividad protectora.

La transferencia pasiva de células T especificas para el auto-antigeno proteina
basica de la mielina (MBP, del inglés Myelin Basic Protein), reduce el dafio
neuronal después de una lesiébn al SNC en roedores (Hauben y cols. 2000a;
Fisher y cols. 2001). La inmunizacion activa con derivados no encefalitogénicos
de péptidos asociados a la mielina como el copolimero-1 [COP-1; polimero
sintético compuesto por: L-alanina, L-lisina, L-4cido glutdmico y L-tirosina (6:2:5:1),

llamado también acetato de glatiramer (Copaxona)] (Kipnis y Schwartz; 2002),
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puede reducir la degeneracién secundaria de neuronas y promover una mejor
recuperacion motora en animales con lesion al SNC (Kipnis y Schwartz; 2002;
Kipnis y cols. 2003). La copaxona fue sintetizada con el objetivo de determinar las
caracteristicas quimicas minimas necesarias para crear una molécula
inmunogénica compuesta por aminoacidos hallados en la MBP y que fuera capaz
de inducir la EAE que es un modelo experimental de la esclerosis multiple en ratas
y ratones. Al ser probado no exhibi6é ninguna actividad encefalitogénica y no indujo
la EAE, por el contrario, mostrd un efecto supresor de la enfermedad (Scheindlin,
2004).

La autoreactividad protectora en algunos trabajos relativamente recientes ha
demostrado ser capaz de brindar proteccion al tejido neural y recuperacion
neuroldgica en modelos experimentales como el de trauma craneoencefalico
(Kipnis, 2003), lesion de nervio optico (Kipnis, 2000), enfermedad de Parkinson
(Benner, 2004), esquizofrenia (Kipnis, 2004), esclerosis lateral amiotréfica
(Angelov, 2003), e incluso enfermedad de Alzheimer (Avidan, 2004). Por otra
parte, la autoreactividad protectora podria también estar modulando la
restauracion del tejido dafiado. El implante de macréfagos autélogos activados
contra proteinas de la mielina y productores de 1l-13, y BDNF en el sitio de lesion
de la médula espinal, ha demostrado promover en forma significativa crecimiento
neural y recuperaciéon motora (Bomstein, 2003). Otros estudios han demostrado
gue la inmunomodulacion con péptidos neurales modificados (COP-1) en modelos
con EAE induce linfocitos Th2 que ademas de secretar altos niveles de citocinas
anti-inflamatorias (IL-10) también liberan TGF-B y BDNF en los sitios de lesion del
SNC, promoviendo neuroprotecciéon y neurogénesis (Aharoni, 2003). Los hallazgos
hasta el momento nos sugieren que la limitada capacidad de crecimiento
presentada por el tejido neural después de una lesidn puede ser revertida por la
presencia de células inflamatorias y ademas sustentan la hipotesis de que la falla
en los fenbmenos de regeneracion del SNC puede ser debida, al menos
parcialmente, al desarrollo de una inadecuada respuesta inflamatoria, misma que
podria ser modulada por la autoreactividad protectora. La inmunizacion activa con

péptidos no-encefalitogénicos, especialmente COP-1 (Kipnis y Schwartz, 2002;
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Ibarra, 2004), ha originado resultados muy alentadores; sin embargo, no se
conocen los mecanismos por medio de los cuales la respuesta inducida por dichos

péptido promueve proteccidén o podria generar restauracion del tejido neural.

Copolimero-1 (Cop-1), mecanismo de inmunomodulacion

El Cop-1 se une en forma muy eficiente y promiscua a diversas moléculas del
MHC clase Il (HLA-DR) sin necesidad de ser procesado (Fridkis-Hareli et al.
1999). Es un antagonista del epitopo 82-100 de la MBP (Arnon et al. 1996), que
presenta una fuerte reaccion cruzada con esta molécula compitiendo asi con la
MBP por el sitio de union en el MHC y al correspondiente TCR, esto puede
conducir la inhibicién de varias funciones patoldgicas (Fridkis-Hareli et al., 2002).
El COP-1 disminuye la gravedad de la EAE en modelos murinos, y en seres
humanos ha demostrado disminuir la severidad de la esclerosis multiple (Azoulay
et al. 2005). Es un importante inductor de linfocitos Th2 reguladores, mismos que
liberan grandes cantidades de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y TGF-beta. Estos linfocitos
ingresan al SNC donde pueden ser estimulados por la MBP (por reaccion cruzada)
y como resultado de su activacion, modulan la liberacion de citocinas pro-

inflamatorias provenientes de los linfocitos Thl (Teitelbaum et al. 1999).

El incremento en la produccion de la IL-10 se da a través de la modulacién de las
células dendriticas. Esta modulacion en las CPA’s es un paso muy importante
para llevar a cabo la modulacion benéfica en la respuesta inmune dafiina causada

por varios antigenos (Arnon y Aharoni, 2004).

Asi, la accion basica de Cop-1 es modular la liberaciébn de citocinas pro-
inflamatorias y con ello el efecto dafiino de los linfocitos T contra MBP. Después
de una lesion al SNC se ha observado que se desencadena una respuesta contra
la MBP, misma que es predominantemente Thl (Jonesy cols. 2002; Jones y cols.
2004) vy es capaz de originar una gran destruccion al tejido nervioso si no es
modulada. Sin embargo, otros autores han demostrado que la presencia de dicho
fenotipo no es soOlo importante, sino esencial para que la autoreactividad
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protectora ejerza su efecto benéfico (Kipnis y cols. 2002b) ya que son estas
células las que liberan el INF-y, citocina que estimula la expresién de moléculas
del MHC clase Il (indispensables para la comunicacién y modulacion de las células
de la microglia por parte de los Thl). Aunque pareciera paraddjico, la presencia de
las células Thl y de células inflamatorias parece ser pieza clave para el
funcionamiento éptimo de la autoreactividad protectora después de una lesion al
SNC (Barouch y Schwartz; 2002; Schwartz y cols. 2003). La modulacion de
dichos elementos a través de la inmunizacién con A91 o COP-1 puede ser una
valiosa alternativa terapéutica en lesiones al SNC, ya que al permitir s6lo la accion
necesaria y no exagerada de dichas células (Th1 y células inflamatorias) permitiria
obtener los beneficios que puede proveer el sistema inmunoldgico: factores de
crecimiento y neuroprotectores, amortiguacion de sustancias excitotoxicas etc.
(Guzik y cols. 2003).

El perfil de citocinas Th2 (practicamente anti-inflamatorias) podria estar liberando
factores que promueven el crecimiento neural (BDNF, NT, TGF-B) (Aharoni y cols.
2003; Aharoni y cols. 2005) y regulan la funcién de los linfocitos Thl para que, ya
sea por parte de ellos mismos, o a través de la activacion de las células de la
microglia, también se liberen factores promotores del crecimiento neural (BDNF,
NT-3, NT-4/5, NGF) para con ello iniciar la restauracion del tejido dafiado (Elkabes
y cols. 1998; Nakajima y cols. 2001a; Barouch y Schwartz; 2002).

Factores neurotroficos.

Desde el descubrimiento del factor de crecimiento nervioso (NGF del inglés nerve
growth factor) en los afios 50°s del siglo pasado (Levi-Montalcini y Hamburger,
1951) se ha desarrollado todo un marco conceptual que permite entender mas de
las relaciones existentes entre las neuronas y sus dianas de inervacion, este
marco conceptual es conocido como teoria neurotréfica, que postula que solo
sobreviviran aquellas neuronas que en una fase critica del desarrollo del SN,
encuentren los factores derivados del 6rgano diana a inervar. Ya que estos

factores son secretados de una forma limitada y limitante, esto determina la
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supervivencia neuronal y por ende el desarrollo del SN y otros 6rganos (Sanz,
1997).

Estos factores se denominan como neurotroficos y son un grupo de proteinas que
intervienen dentro de procesos de gran relevancia para el desarrollo y
mantenimiento del SN (Henriques, 2010). Una de las actividades esenciales de
estos factores es un efecto intrinseco de supervivencia autocrina que es modulada
durante el desarrollo (Lamballe et al, 1994; Valdés-Sanchez et al, 2010). Otros
efectos son la estimulacion del crecimiento de las neuritas y la guia de axones
(Tuttle y O'Leary, 1998; Huang y Reichardt, 2003), asegurando la correcta
conexion entre el cerebro y la médula espinal. Por otra parte, factores de
crecimiento en el SN influyen en la formacion de sinapsis y dendritas, lo que
impacta directamente sobre los mecanismos de plasticidad (Lo, 1998; Vicario-
Abejon et al, 2002). Una actividad complementaria de muchos factores de
crecimiento en el sistema nervioso es que son factores que influyen en la
proliferacién, migracién y diferenciacion de células troncales en el desarrollo
embrionario y el sistema nervioso adulto (Cattaneo y McKay, 1990; Kuipers y
Bramham, 2006).

Estos factores actian a través de dos tipos de receptores diferentes: el receptor
de neurotrofinas “pan”, p75"'" (del inglés p75 neurotrophin receptor), y la familia
de receptores tirosina quinasa (Trk). Todas las neurotrofinas se unen con similar
afinidad con p75, pero cada uno se une con una afinidad especifica a diferentes
receptores Trk. P75 es un miembro de la familia del factor de necrosis tumoral que
tiene una sola region transmembranal; la porcion extracelular contiene cuatro
dominios ricos en cisteina. Tiene un dominio de muerte intracelular de tipo Il que
esta implicado en la apoptosis. Hay tres receptores Trk: TrkA, TrkB y TrkC (Figura
4). TrkA se une con NGF y BDNF, TrkB se une con NT-4 y se une TrkC con NT-3.
La porcion extracelular de cada uno de estos receptores Trk se puede subdividir
en cinco diferentes dominios D1-D5. D5, la regiébn mas cercana a la membrana es
capaz de unirse a sus ligandos neurotréficos sin la necesidad de que el otro
dominio este presente. Los factores neutréficos existen como homodimeros y son

capaces de reunir dos receptores tirosina quinasa. Esto da como resultado la
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transfosforilacion de los residuos de tirosina quinasa en el dominio intracelular de
los receptores. Las tirosinas fosforiladas actuan como sitios de union para las
moléculas de sefializacion que regulan el crecimiento y la supervivencia celular a
través de las vias Ras, PI3K (phophoinositide 3-quinasa) y el PLC-y (fosfolipasa C-
Y). P75 es capaz de modificar la selectividad de la unién de las neurotrofinas a los
receptores Trk. También indica de forma independiente a través de NF-kB (factor
nuclear kB), Akt y JNK (c-Jun N-terminal quinasa). También esta relacionada con
el adaptador de varias proteinas asociadas con la induccién de la apoptosis y la
supervivencia celular. Es evidente que las neurotrofinas no solo juegan un papel
vital en desarrollo, sino también en el mantenimiento de las redes y los sistemas
neuronales durante toda la vida. Recientemente se ha demostrado que BDNF y

TrkB juegan un papel importante en la plasticidad sinaptica y la memoria.
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Figura 4. Los principales receptores de membrana con los que interactian
los factores neurotréficos, Trk A, By Cy p75. Se muestran los dominios de

cada receptor y sus porciones intracelulares.
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JUSTIFICACION

La inmunizacion con péptidos neurales modificados (activacion de la
autoreactividad protectora) es una estrategia que ha brindado resultados
alentadores ya que se basa en la estimulacién y modulacion de una respuesta
propia del organismo que por sus caracteristicas, puede ser capaz de restaurar el
tejido neural después de una lesion. Uno de los mas promisorios péptidos
neurales modificados es el COP-1 (Copaxona), mismo que ya se ha utilizado
como neuroprotector en diversas patologias neurodegenerativas. Este péptido
tiene la capacidad de inducir un perfil de citocinas Th2 y se ha relacionado
importantemente con la expresidon de factores que promueven el crecimiento
neural (BDNF, NT, TGF-B) y regulan la funcion de los linfocitos Thl para que, ya
sea por parte de ellos mismos, o a través de la activacion de las células de la
microglia, también se liberen factores promotores del crecimiento neural para con

ello iniciar la restauracion del tejido dafado.

Algunos estudios han sugerido ya un efecto positivo de la inmunizacién con
péptidos neurales modificados sobre la neurogénesis en el sitio de lesién de
animales con isquemia cerebral focal. Sin embargo, no se han descrito con
exactitud los mecanismos por medio de los cuales se lleva a cabo éste proceso de
restauracion. Un posible mecanismo es a través del incremento en la liberacion de
factores neurotréficos en la zona de lesidbn. Al momento no existen estudios al

respecto.

De ahi el interés por desarrollar el presente trabajo, ademas de que el mejor
conocimiento de los mecanismos inductores de restauracién de ésta alternativa
terapéutica podra ayudarnos a establecer la mejor estrategia para una proxima

aplicacion clinica.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢La inmunizacion con COP-1 promueve un incremento en la expresién de los
factores neurotroficos en la zona de lesion de animales con isquemia cerebral

focal?

Hipotesis
La inmunizacién con COP-1 incrementara la expresion proteica de factores de

crecimiento neural después de un proceso de isquemia cerebral focal con

reperfusion.

Objetivo general

1. Evaluar en el modelo de ICF en ratas, el efecto de la inmunizacion con COP-1
sobre la expresion de BDNF y NT-3 en el sitio de lesion.

Objetivos particulares

1. Andlisis del efecto de la inmunizacién con COP-1 + adyuvante completo de
Freund (ACF) en el sitio de lesion de ratas con ICF sobre la expresion
proteica de: BDNF y NT-3.

2. Analisis del efecto de la inmunizacién ACF + PBS (vehiculo) en el sitio de
lesion de ratas con ICF sobre la expresion proteica de: BDNF y NT-3.

3. Andlisis de la expresion proteica de BDNF y NT-3 en animales sin isquemia
cerebral (ratas sham).

4. Comparacion de la expresion proteica de BDNF y NT3 en animales

inmunizados con Cop-1 o Unicamente con ACF+PBS.

5. Andlisis y comparacion del efecto de los diferentes tratamientos sobre la
recuperacion al déficit generado por ICF (evaluacion motora).
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: Experimental, controlado, aleatorizado, compartativo vy

transversal.

Poblacion objetivo: Ratas Sprague Dawley.

Muestra: 40 Ratas Sprague Dawley con un peso aproximado entre 290-340g.
Tamafo de la muestra: 16 ratas para cada grupo + 8 animales sham

Disefio Experimental

40 ratas Sprague Dawley
290-340g de peso \Grum 3

| §

32 ratas £

38 _ &

eperuson Grupo 1 Grupo 2
S 2

— obtencion del tejido

evaluaciones motoras

oreerain P

Figura 5. Esquema del disefio experimental.
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Grupos: Se formaron 3 Grupos

I: Ratas con ICF + vehiculo (ACF + PBS)

Il: Ratas con ICF + inmunizacién con COP-1

lll: Ratas sham (sin isquemia, solo procedimiento quirlrgico)
Consideraciones metodoldgicas

e 3 dias posteriores al evento isquémico y a la administracion del tratamiento
8 animales del grupo | y 8 del grupo Il fueron seleccionados para ser
sacrificados y evaluar la expresion de los diferentes factores en el cerebro
de los animales. El resto de los animales en ambos grupos fue sacrificado a
los 7 dias posteriores al evento isquémico y la administracion del

tratamiento con el mismo fin.

e Se analizé también la expresion de las proteinas en animales sin isquemia

Obtencion de Muestras

Al término de cada uno de los periodos designados a los grupos, de 3y 7 dias, 8
animales por grupo se seleccionaron y fueron sacrificados con pentobarbital
sodico, se craneoatomiz6 cada animal para exponer completamente el cerebro y

extraerlo.

Los cerebros se colocaron por 2 minutos a -20°C para facilitar la toma de la
muestra ( figura 5), al tornarse un poco mas firme el tejido cada cerebro se coloco
en una matriz de corte (figura 6). La porcion frontal del encéfalo se retiro y se

obtuvo después una rebanada de 3 mm de grosor para su procesamiento.
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Figura 5. Los cerebros extraidos se enfrian unos minutos para que la firmeza
del tejido aumente y se pueda retirar con facilidad la rebanada de la muestra.

Figura 6. Matriz utilizada para obtener la rebanada de muestra, se utilizo la
division en septos de la matriz para homogeneizar el grosor de las muestras
considerando adecuadas porciones con 2 septos de grosor al momento de

ser cortadas.

Para el procesamiento de las muestras se tomo una parte del I6bulo infartado
(figura 7) de las rebanadas que se cortaron, este tejido se macero y ya
homogeneizado se empleo para hacer los ensayos de ELISA y asi determinar la
concentracion de BDNF y Nt3 en los grupos con los diferentes tratamientos.
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Figura 7. Una vez cortada la rebanada de cerebro, se toma una porcion del
[6bulo infartado para su procesamiento. En este corte coronal se resalta en
gris la porcion utilizada.
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Definicidon de variables:

VARIABLES INDEPENDIENTES.

Isquemia cerebral focal con reperfusién

Se utilizo halotano para llevar a los animales a un estado de anestesia profunda,
posteriormente se les rasuro la piel a nivel de la region cervical ventral, se

embroco la regién rasurada y se colocaron en posicion de decubito dorsal.

El episodio de ICF se realizo mediante la oclusion de la arteria cerebral media
siguiendo el procedimiento descrito y propuesto por Zea Longa (Zea, 1989), para
ello Se realiz6 una incisién quirargica en la piel a aproximadamente 1.5 cm de
largo. Se localiz6 la arteria carGtida comun izquierda, arteria cardtida interna
izquierda y arteria car6tida comun externa izquierda y se disecé cuidadosamente
el tejido involucrado del nervio vago. Se ubicé la arteria pterigoidea y la occipital
cauterizdndose. La porcion distal de la arteria cardtida externa a nivel proximal se
ligd, coaguld y cortd (Pefia, 2004). Haciendo una pequefia incision sobre el mufion
de la rama externa de la car6tida se abrié un acceso, por donde se introdujo un
monofilamente de nylon 3-0 al cual previamente se le habia engrosado la punta
con calor (figura 8). La sutura se introdujo 18 mm aproximadamente dentro de la
arteria carétida interna sin resistencia de paso en el lumen vascular, situando el
embolo donde la caroétida interna ramifica en la arteria cerebral media, provocando

la obstrucciéon de la arteria cerebral media.

La disminucién del flujo sanguineo por un lapso de 120 minutos fue considerado

como isquemia cerebral.

Después de transcurrido este tiempo, se retird la sutura de nylon permitiendo la

reperfusién sanguinea.
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Figura 8. Modelo de isquemia cerebral focal (ICF) por insercion de un
monofilamento de nylon, en laimagen del lado derecho; en la arteria cerebral
media (ACM).

Inmunizacién activa

Las ratas se inmunizaron mediante una inyeccion subcutanea, en la region
interescapular con 200 pg de copaxona disuelta en solucion salina fisiologica y
emulsificada en adyuvante completo de Freud que contenia 5 mg/ml de
Mycobacterium tuberculosis H37 RA (lbarra, 2004). El mismo procedimiento se
realizo para el tratamiento “vehiculo” donde volumenes iguales de ACF y PBS

fueron emulsificador y posteriormente administrados a los animales.

VARIABLES DEPENDIENTES

Expresion de los diferentes factores neurotroficos

Se utilizo un kit de ELISA en sandwich de la marca CHAMICON, numero de
catalogo CYT302, para hacer la determinacion de la cantidad total (pg totales/mL)
de NT-3; para hacer la determinacién de la cantidad total de BDNF se utilizo
también un kit de ELISA en sandwich, este de la marca MILLIPORE con numero
de catalogo CYT306. Los ensayos se realizaron por triplicado, una vez revelado el

cromégeno en las placas se hizo la lectura de la absorbancia con el
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espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm siguiendo las indicaciones
del manual de cada kit.

Para cada tratamiento los valores resultantes se promediaron y se presentan en

las graficas correspondientes al apartado de resultados.

Evaluacién motora

La evaluacion se llevé a cabo a las 24 horas de la cirugia y a los 3 y 7 dias
dependiendo el momento en que se fueran a sacrificar. La escala neurolégica para
la evaluacion motora utilizada fu la propuesta por Zea Longa (Zea Longa et al.,
1989) bajo las siguientes escalas:

0. Sin déficit.

1. Falla para extender el miembro superior izquierdo totalmente.
2. Circulos hacia la izquierda.

3. Caidas hacia la izquierda.

4. No camina espontaneamente y mantiene un nivel de conciencia muy

deprimido.
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RESULTADOS

Evaluaciones neurologicas

Terminada la cirugia de ICF se suspendi6é el suministro de anestésico sobre los
animales, se les permitid la completa recuperacion de la consciencia y fueron
evaluados para determinar la severidad del déficit neurolégico (evaluacion inicial).
Al término de los periodos de seguimiento se evalué nuevamente el déficit para

determinar la recuperacion final de los grupos (evaluacion final).

En el primer experimento (seguimiento a 3 dias pos isquemia), la evaluacion inicial
nos permitid observar que los 2 grupos estudiados presentaron un importante
déficit neuroldgico: PBS (1.87 £ 0.35 = media + SD) y Cop-1 (1.75%0.46). El déficit
fue muy similar entre ellos (p=0.27 t de Student; grafica 1). Tres dias después de
la isquemia la evaluacién final report6 una mejoria en ambos grupos. El déficit
neurolégico disminuyé importantemente y aunque en el grupo tratado con Cop-1
el déficit se observé ligeramente menor (0.75+0.7) en comparacion con el grupo
tratado con PBS (1+0.92), al realizar el andlisis estadistico no se observo

ninguna diferencia significativa (p=0.27 t de Student).
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Evaluaciones Neuroldgicas grupos 3 dias
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Gréfica 1. Evaluaciones neuroldgicas en los tratamientos. Valores
registrados en un momento inicial y al término de un periodo de 3 dias
después de la inmunizacién de los animales (final), en ningin momento se

demostré alguna diferencia significativa.

En el segundo experimento (seguimiento a 7 dias pos isquemia) la evaluacion
inicial reporté nuevamente un déficit importante, mismo que fue muy similar entre
los grupos estudiados (p=0.16 t de Student; grafica 2): PBS (1.5+0.53) y Cop-1
(1.75+£0.46). Siete dias después de la isquemia, se observd una mejor
recuperacion neuroldgica en los animales tratados con Cop-1 (0.6+.54). El déficit
neuroldgico de estos animales fue significativamente menor al presentado por el
grupo tratado con PBS (1.2+0.44; p=0.04 t de Student).
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Evaluaciones Neurolégicas grupos 7 dias
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Gréfica 2. Evaluacion neurolégica de los tratamientos. Al término de periodo
de 7 dias asignado a estos animales, el tratamiento Cop-1 presento una
reduccion significativa del déficit neuroldgico.

Factores neurotroficos

Al término de los periodos de tratamiento los animales fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital sédico y se extrajo la masa encefalica de cada animal
para su procesamiento. La muestra de tejido fue tomada como se describi6
anteriormente en el apartado de materiales y métodos.

Los picogramos totales de cada factor se determinaron por medio de los kits
descritos en el apartado de materiales y métodos, se analizo también tejido de
animales pertenecientes a un grupo SHAM (animales sometidos al procedimiento
quirargico pero sin oclusion de la MCA, sin isquemia).

BDNE

Tres dias posteriores a la inmunizacion las concentraciones de BDNF fueron muy

similares entre los diferentes tratamientos (grafica 3): Cop-1 (1264.5 pg/mL +
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344.2 = media + SD) y PBS (1360.3 pg/mL * 510.9) comparados también contra
un grupo SHAM (1002.3 pg/mL + 393.5); para comprobar la similitud de los grupos
se realizo un andlisis de Kruskal-Wallis sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas (p= 0.33).

BDNF Pg /mL totales en grupos 3 dias

2000-
1500-
—
|
£ 1000
(@)
o
500-
0- .
QOQ

Tratamientos

Gréfica 3. Concentraciones (pg/mL totales) de BDNF en los diferentes grupos
encontradas 3 dias después de la inmunizacién de los animales. Se muestra

también la concentracion del factor en un grupo sin isquemia (SHAM).

Las concentraciones de BDNF 7 dias después de la inmunizacién fueron
nuevamente muy similares entre los grupos (grafica 4): Cop-1 (1057.1 £ 377.9) y
PBS (1234.2 + 252.1). Al realizar el andlisis estadistico con la prueba de Kruskal-

Wallis se verific6 que no existia diferencias significativas entre los tratamientos y
el grupo SHAM (p= 0.51).
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Tratamientos

Gréfica 4. Tras un periodo de 7 dias a la inmunizaciéon, no hubo diferencia

respecto ala concentracion de BDNF en los diferentes grupos estudiados.

NT3

Tres dias después de la isquemia, se observdé una mayor concentracion de la
neurotrofina 3 (NT-3) en los 2 grupos de animales con isquemia; sin embargo, solo
el grupo con Cop-1 (1124.1 pg/mL + 185.7) fue significativamente diferente al de
los animales SHAM (787 + 202.4; p= 0.01, Kruskall Wallis seguida de la prueba de
U de Mann-Whitney). El grupo tratado con PBS (969.6 + 218.6) no fue
significativamente diferente al grupo SHAM (p> 0.05)

40


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

NT-3 Pg /mL totales en grupos 3 dias
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Tratamientos

Gréafico 5. Concentraciones de NT-3 después de 3 dias de la inmunizacion de

los grupos. Solo se encontré diferencia entre el tratamiento Cop-1y el grupo
SHAM.

Siete dias después de la isquemia las concentraciones de NT-3 en los animales
tratados con Cop-1 (1182.2 £ 414) y PBS (865.2 + 125) permanecieron por encima
del grupo SHAM (787 + 202.4). Cop-1 sin embargo, promovié una mayor
concentracion del factor neurotréfico (grafica 6; p= 0.05, prueba de Kruskall Wallis
seguida de U de Mann-Whitney.
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NT-3 Pg /mL totales en grupos 7 dias
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Tratamientos

Gréafico 6. Después de 7 dias de la inmunizacién los niveles en la

concentracién de NT-3 fueron significativamente mayores en el grupo
tratado con Cop-1.

42


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

DISCUSION

Aunque el proceso inflamatorio se ha asociado tradicionalmente con un
incremento en el dafio neurolégico, se ha planteado la importancia de modular la
respuesta inflamatoria en lugar de suprimirla cuando ocurre una lesién en el SNC
(Hauben et al. 2003). Se menciond ya que la inmunizacion activa con derivados no
encefalitogénicos de péptidos asociados a la mielina puede reducir la
degeneracion secundaria de neuronas y estimula mecanismos anti-inflamatorios
gue favorecen la recuperacion anatomofuncional en animales que han sufrido una
lesion en el SNC (Kipnis y Schwartz; 2002; Kipnis et al., 2003).

La inmunizacion activa con Cop-1 (Fridkis-Hareli et al., 2002) modula la respuesta
inmune generada por una lesion en SNC. La manifestacion de evento isquémico o
cualquier otra forma de lesién, compromete la integridad de la barrera hemato-
encefalica, permitiendo la migracion de los linfocitos T reactivos producto de la
inmunizacién hacia el parénquima cerebral. De esta manera los linfocitos T

reactivos pueden arribar al sitio de lesion. (Yenari, 2006)

En un estudio anterior en nuestro grupo de investigacién, se demostré que la
inmunizacién activa con cop-1 en el modelo de ICF promueve una mejora en el
déficit neurolégico de los animales lesionados; ademas, el volumen del infarto fue

significativamente menor en el grupo tratado con Cop-1 (lbarra et al, 2007).

En el presente estudio y acorde a lo anteriormente reportado en las evaluaciones
clinicas, se pudo apreciar mejoria en el déficit neuroldégico de los animales

tratados con Cop-1.

En ambos casos, el efecto benéfico se observd solamente a los 7 dias después de
la isquemia. La falta de recuperaciéon a los 3 dias pos isquemia puede explicarse
en forma muy sencilla: para esas etapas de evolucion, la cantidad de células
inmunes y en especial de LT anti-Cop-1 (orquestadores de la respuesta benéfica)
en el sitio de lesién es minima. Una vez que los LT son activados con Cop-1
pasan una serie de eventos que determinan si finalmente estos logran alcanzar su

diana y modular la respuesta inflamatoria. Se ha estimado que se requiere de un
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lapso aproximado de 4 a 5 dias después del reconocimiento del antigeno (Abbas,
2008) para que los LT puedan migrar en cantidades adecuadas y asi logren iniciar
sus funciones moduladoras en el sitio de lesion. Estudios previos realizados en un
modelo de nervio éptico demostraron que es hasta los 7 dias después de la lesion
en que se puede encontrar el pico maximo de acumulacién de linfocitos T
(Hirschberg et al., 1998; Moalem et al., 1999). Otro estudio en modelos de lesién
de la médula espinal demostrd que la mayor infiltracion de células inmunes al sitio
dafiado ocurre entre cuatro a siete dias (Shechter, 2009). Aunque en ICF no se ha
determinado con certeza cuando se da el arribo de estas células autorreactivas es
importante destacar que existe una gran posibilidad de que los LT anti Cop-1
lleguen también al sitio isquémico en un periodo muy similar al reportado en los

estudios antes mencionados.

Con las observaciones anteriores podemos entonces pensar que 3 dias después
de la isquemia es poco probable que la inmunizaciéon con Cop-1 genere el micro
ambiente (autorreactividad protectora, figura 9) propicio para provocar una mejoria
en el déficit neuroldgico.

Es importante mencionar que a los 3 dias ya se encontraron niveles superiores de
NT-3 en los animales tratados con Cop-1, en comparaciéon con los animales no
lesionados; sin embargo, estas concentraciones no fueron significativamente
diferentes a las presentadas por el grupo lesionado y tratado con PBS. A los 7
dias pos isquemia, los niveles de NT-3 en el grupo de Cop-1 se mantuvieron
elevados mientras que en el caso del grupo con PBS disminuyeron
significativamente. Esta diferencia podria estar influyendo sobre el efecto positivo

gue vemos en la funcién neuroldgica de los animales tratados con Cop-1.

A los siete dias pos isquemia, podriamos entonces esperar una cantidad 6ptima
de células inmunolégicas reactivas a Cop-1 capaces de producir diversos factores
neurotroficos (Nakajima et al., 2001; Hashimoto et al., 2005; Santambrogio et
al.,1994; Moalem et al., 1999), producto de la inmunizaciéon activa con Cop-1.
Estas células pueden estar generando el micro ambiente propicio para la
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conservacion y recuperacion del tejido, originando esto, una mayor recuperacion

del déficit neuroldgico.

Exacerbacién del proceso inflamatorio
en las primeras 24 h de la lesién

Liber: ilocinas pro-inflamatorias o -

A latorios - J

Re dad vasomotora ) g

Factores quimiotacticos NS0 & o
de LT (Th1)

h reactivos alaMBP

Inmunizaciéon activa con
Copaxone (1 hdespuésdelaICF)

Reconocimiento  anligénico
por las CPA y expansidn de
{ la clona LT (Th2) reactiva a
. Copaxone

Dafio alaMBPa través de LT
reaclivos (Thi)

Autorreactividad
Protectora b b ey

Efectos neuroprotectores perse

Mayor eficacia locomotora y
menor destruccion de tejido
cerebral 7 dias después de la
inmunizacion

Figura 9. La inflamacién en la isquemia cerebral provoca ruptura de la
barrera hematoencefalica favoreciendo el ingreso de leucocitos al
parénquima cerebral; la liberacion de citocinas inflamatorias y antigenos
locales podria ocasionar la activacion de LT reactivos a los componentes de
la mielina. La inmunizacion con Cop-1 en la regién interescapular facilita el
reconocimiento antigenico y la presencia de LT Th2/Th3; promoviendo la

liberacion de citocinas anti-inflamatorias y factores neurotroficos in situ.

Por otra parte, estudios anteriores han reportado que los LT anti Cop-1, son
capaces de producir concentraciones significativas de BDNF en cultivos celulares.
Un trabajo previo reportd una liberacién importante de BDNF pero una muy baja
produccién de NT-3 por parte de los LT anti Cop-1 in vitro (Kipnis, 2000).
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En nuestro estudio, in vivo, se observaron resultados totalmente contrarios a estos
hallazgos: una mayor cantidad de NT-3 en animales inmunizados con Cop-1,

mientras que la concentracion de BDNF no presento un incremento significativo.

El factor “in vivo - in vitro” se ha observado que tiene un gran impacto sobre la
expresion de factores neurotréficos. Aharoni menciona en su estudio del 2003 que
los LT anti Cop-1 produjeron BDNF, pero solo en cultivos celulares mas no en

modelos in vivo (Thoenen, 1995; Kipnis, 2000; Ziemssen , 2002).

En estudios in vivo Yang y cols., evaluaron los cambios en la expresion de
factores neurotroficos en la retina de ratas con glaucoma después de una
inmunizacién con Cop-1. Estos autores encontraron que los niveles de mensajeros
para NT-3 se elevaban mientras que los mensajeros para BDNF y otros FN
descendian (Yang, 2010). Estos resultados apoyan en cierta forma nuestros
hallazgos y nos permiten suponer que in vivo la neurotrofina producida por los LT
anti Cop-1 puede ser la NT-3. Esto ultimo también lo apoya el hecho de que en
estudios en médula espinal lesionada realizados en nuestro laboratorio, se
encontr6 una mayor produccidon de NT-3 después de una inmunizacién con
péptidos neurales modificados que tedricamente estimulan la respuesta inmune de

la misma manera en que lo hace Cop-1(Articulo en preparacion).

Al igual que el BDNF, la NT-3 es capaz de ejercer la regeneracion axonal (Sterne,
1997), de la misma forma NT-3 provee un efecto antiapoptético a neuronas a
través de la inactivacion de la caspasa 3 (Liot, 2004). Esta neurotrofina actia
sobre las células susceptibles a su efecto a traves de los receptores Trk C con el
cual tiene mayor afinidad y Trk B que es su receptor de mediana afinidad
(Tessarollo, 1993).

Cristofaro reporto que NT-3 tiene un efecto proangiogénico mediado también por
Trk C que puede ayudar a la recuperacion del tejido afectado por un evento
isquémico (Cristofaro, 2010), situacion que podria ser otro de los mecanismos de

proteccion al tejido nervioso en isquemia cerebral.

El efecto neuroprotector de esta proteina puede derivar de su capacidad de

apoyar la supervivencia y la diferenciacion de neuronas en tejido embrionario y
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adulto, ademas alienta la neuroregeneracion a través de la formacién y la
diferenciaciéon de nuevas neuronas, Yy la plasticidad a través de la sinaptogénesis y

elongacion axonal (Maisonpierre et al., 1990).

Por todo lo anterior podemos pensar que las concentraciones elevadas de NT-3
en nuestro grupo tratado con Cop-1 pueden estar contribuyendo en forma
significativa a promover un menor dafio pero también a restaurar el tejido neural.

Este ultimo punto debera ser explorado en futuros estudios.

El presente trabajo sugiere que Cop-1 incrementa las concentraciones de la
neurotrofina NT-3 y que este incremento puede estar influyendo en la
recuperacion neurologica de los animales sometidos a isquemia cerebral. Lo
anterior demuestra nuevamente el efecto benéfico de la autorreactividad

protectora en enfermedades neurodegenerativas agudas.
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CONCLUSIONES

1. Cop-1 mostro inducir una mayor recuperacion del déficit neuroldgico tras un

periodo de 7 dias post inmunizacion.

2. La inmunizaciéon con COP-1 incrementa la concentracién de NT-3 en el sitio
isquémico.

3. La inmunizacién con COP-1 no mostro tener un efecto sobre la expresion

proteica de BDNF.
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PERSPECTIVAS

Hacer un monitoreo del tiempo de migraciéon de las células auto-reactivas hasta

alcanzar el sitio de la lesién.

Determinar el efecto de la inmunizaciéon con Cop-1 sobre la neurogénesis en el

sitio isquémico.
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