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Título de la tesis:  
“CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA CASPASA-8 DURANTE LA ETAPA AGUDA DEL DAÑO, ASÍ 
COMO EL POSIBLE EFECTO ANTIAPOPTOTICO DE LA DAPSONA EN UN MODELO DE LESIÓN 
TRAUMÁTICA DE LA MÉDULA ESPINAL DE RATAS.” 

INTRODUCCIÓN: En la  lesión traumatica de la médula espinal, (LTME) después del daño  mecánico se ponen en 
marcha distintos mecanismos  de extensión, como la excitotoxicidad, la generación de radicales libres, la 
inflamación y la apoptosis. Por lo tanto,  en el presente trabajo, planteamos evaluar la actividad de la Caspasa-8  a 
diferentes tiempos después de una LTME en un modelo de contusión en ratas y evaluar el posible efecto 
antiapoptótico  de la  Dapsona, (DDS)  inhibiendo la  activación de dicha proteasa, a través de sus posibles 
efectos neuroprotectores, dadas sus probables propiedades  antiinflamatorias, antioxidantes, antagonistas del 
Glutamato y moduladoras del calcio. Para   lo cual   caracterizamos  el curso temporal de la actividad de Caspasa-
8 en un modelo de LTME en ratas y el efecto de la DDS sobre la actividad de dicha Caspasa  al ser administrada a 
las 3 hrs o a las 5 horas siguientes al daño.       MATERIAL Y METODOS: Se utilizarón ratas hembras de la cepa 
Wistar de 200-250 gr de peso, las cuales,  fueron sometidas a laminectomía de T9 y  a un modelo de LTME por 
contusión a través de un dispositivo computarizado, (NYU impactor) los animales fueron sacrificados dentro de las 
4, 24 y 72 hrs siguientes.  La actividad de caspasa -8  fue cuantificada por un método fluorometrico utilizando un 
lector de placas.  Los resultados fueron analizados por el paquete estadístico SPSS.                           
RESULTADOS: Se  observo un incremento estadísticamente no significativo  en la actividad de la caspasa -8 en 
la medula espinal a las 4 y 24 horas posteriores a la lesión de  18.1% y 28.6% respectivamente vs grupo control. 
(laminectomia)  Por otro lado  a las  72 horas posteriores a la lesión, se encontro la maxima de actividad de 
caspasa-8, al  detectarse un  aumento estadísticamente significativo (p<0.05)  del 68.8% con respecto al grupo 
solo sometido a laminectomia.   Dentro de las 72 horas siguientes a la lesión, se vio que  la  actividad de caspasa- 
8 en los grupos con LTME, tratados con DDS a las 3 y 5 horas posteriores a la lesion presentaron un incremento 
de la actividad de caspasa- 8 de 13.8% y 1.4% respectivamente  al ser comparados con el grupo con 
laminectomia (Resultados estadísticamente no significativos), mientras que en el grupo tratado solo con vehiculo 
de DDS i.p. se observó un incremento del 78% en la actividad de caspasa -8 comparado con las ratas que solo se 
sometieron al procedimiento de laminectomia, un incremeto estadísticamente significativo (p<0.05), evidenciando 
el posible efecto antiapoptotico de la DDS en la LTME.  CONCLUSIONES:  Durante la etapa aguda de la LTME en 
un modelo experimental en ratas el tiempo de maxima actividad de caspasa -8 es a las 72 hrs. La administración 
de DDS dentro de las 3 a 5 hrs posteriores a la LTME podria ser neuroprotector  al disminuir  la actividad de 
caspasa- 8 durante la etapa aguda, al bloquear la   via extrinseca de la apoptosis. 
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I. RESUMEN 

“CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA CASPASA-8 DURANTE LA ETAPA AGUDA DEL 

DAÑO, ASÍ COMO EL POSIBLE EFECTO ANTIAPOPTOTICO DE LA DAPSONA EN UN MODELO 

DE LESIÓN TRAUMÁTICA DE LA MÉDULA ESPINAL DE RATAS.” 

INTRODUCCIÓN: En la  lesión traumatica de la médula espinal, (LTME) después del daño  mecánico se ponen 

en marcha distintos mecanismos  de extensión, como la excitotoxicidad, la generación de radicales libres, la 

inflamación y la apoptosis. Por lo tanto,  en el presente trabajo, planteamos evaluar la actividad de la Caspasa-8  a 

diferentes tiempos después de una LTME en un modelo de contusión en ratas y evaluar el posible efecto 

antiapoptótico  de la  Dapsona, (DDS)  inhibiendo la  activación de dicha proteasa, a través de sus posibles efectos 

neuroprotectores, dadas sus probables propiedades  antiinflamatorias, antioxidantes, antagonistas del Glutamato y 

moduladoras del calcio. Para   lo cual   caracterizamos  el curso temporal de la actividad de Caspasa-8 en un 

modelo de LTME en ratas y el efecto de la DDS sobre la actividad de dicha Caspasa  al ser administrada a las 3 

hrs o a las 5 horas siguientes al daño. 

MATERIAL Y METODOS: Se utilizarón ratas hembras de la cepa Wistar de 200-250 gr de peso, las cuales,  

fueron sometidas a laminectomía de T9 y  a un modelo de LTME por contusión a través de un dispositivo 

computarizado, (NYU impactor) los animales fueron sacrificados dentro de las 4, 24 y 72 hrs siguientes.  La 

actividad de caspasa -8  fue cuantificada por un método fluorometrico utilizando un lector de placas.  Los 

resultados fueron analizados por el paquete estadístico SPSS.   

RESULTADOS: Se  observo un incremento estadísticamente no significativo  en la actividad de la caspasa -8 en 

la medula espinal a las 4 y 24 horas posteriores a la lesión de  18.1% y 28.6% respectivamente vs grupo control. 

(laminectomia)  Por otro lado  a las  72 horas posteriores a la lesión, se encontro la maxima de actividad de 

caspasa-8, al  detectarse un  aumento estadísticamente significativo (p<0.05)  del 68.8% con respecto al grupo 

solo sometido a laminectomia.   Dentro de las 72 horas siguientes a la lesión, se vio que  la  actividad de caspasa- 

8 en los grupos con LTME, tratados con DDS a las 3 y 5 horas posteriores a la lesion presentaron un incremento 

de la actividad de caspasa- 8 de 13.8% y 1.4% respectivamente  al ser comparados con el grupo con laminectomia 

(Resultados estadísticamente no significativos), mientras que en el grupo tratado solo con vehiculo de DDS i.p. se 

observó un incremento del 78% en la actividad de caspasa -8 comparado con las ratas que solo se sometieron al 

procedimiento de laminectomia, un incremeto estadísticamente significativo (p<0.05), evidenciando el posible 

efecto antiapoptotico de la DDS en la LTME. 

CONCLUSIONES:  Durante la etapa aguda de la LTME en un modelo experimental en ratas el tiempo de 

maxima actividad de caspasa -8 es a las 72 hrs. La administración de DDS dentro de las 3 a 5 hrs posteriores a la 

LTME podria ser neuroprotector  al disminuir  la actividad de caspasa- 8 durante la etapa aguda, al bloquear la   

via extrinseca de la apoptosis. 

PALABRAS CLAVE: Dapsona, apoptosis, caspasas, Caspasa-8.  Lesión traumatica de la Médula espinal.  
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II. INTRODUCCION 

 

Cuando existe una lesión de la médula espinal, debido a un trauma o a otras causas, genera  una 

significativa y catastrófica disfunción neurológica que lleva a una discapacidad física, con 

implicaciones económicas y psicológicas, no sólo en el individuo,  si no que también para sus familiares 

y para la sociedad. (Peter AC Lim et al., 2007)  

 

En el 2004, el Centro Nacional de Estadística de Lesión Traumática de Médula Espinal de Estados 

Unidos de Norteamérica, (NSCISC, siglas en inglés) reportó una incidencia anual mundial  de 15, 000 a 

40, 000 casos nuevos por millón de habitantes, con una prevalencia de 250,000 casos, (Jackson et. al., 

2004) lo cual denota que se trata de un importante problema de salud pública con un gasto derivado de 

los cuidados por los servicios de salud estimado en 2.9 millones de dólares por paciente a lo largo de 

toda su vida.  (Peter AC Lim et al., 2007) 

 

La mayor incidencia se presenta en promedio a los 37.6 años, siendo su causa más común los 

accidentes automovilísticos, (50.4%) seguido por caídas (23.8%) y eventos violentos. (11.8%) (Chester 

et. al., 2007) Después de la lesión traumática de la médula espinal, se inicia  una compleja cascada de 

procesos fisiopatológicos, lo que involucra la extensión del daño primario hacia el tejido nervioso 

adyacente.  Estos eventos de daño secundario se han descrito ampliamente en la literatura e incluyen a 

la isquemia, (Tei  et. al., 2005) la respuesta inflamatoria (Bethea et al., 2002; Hausmann et al., 2003), el 

daño al citoesqueleto e inducción de vías apoptóticas, (Ekshyyan et al., 1994) excitotoxicidad (McAdoo 

et al., 2000; Park et al., 2004) y el estrés oxidativo. (EO)  Es decir, mientras el trauma mecánico inicia 

con procesos de muerte celular rápida de las neuronas y la glía, se disparan otros  mecanismos de daño 

secundario que se caracterizan por el incremento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, un 

desequilibrio electrolítico, excitotoxicidad, una compleja y pobre entendida respuesta neuroinflamatoria 

que puede persistir por meses o años después del trauma inicial, que finalmente desembocan en un 

incremento de la muerte celular por apoptosis. (Norenberg et al., 2004; Profyris et al., 2004; Fleming et 

al., 2006) Es decir, durante la LTME,  la apoptosis juega un papel importante en la progresión del daño, 

contribuyendo a la degeneración secundaria de las estructuras contiguas al epicentro de la lesión, a 

través de la degeneración Walleriana de los tractos ascendentes y descendentes en la sustancia blanca. 

(Crowe et al., 1997; Hulsebosch et al., 2002)  Dado que  son varios los estímulos que pueden activar la 

apoptosis a través de la vía extrínseca. Tales como, el estrés intra y extracelular, generados por cambios 

en  la  temperatura y osmolaridad,  el daño del  ADN, radicales libres, (RL) remoción de nutrientes, 
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oxigeno, factores de crecimiento, citocinas proinflamatorias.  (L.Portt et al.,  2010) Es así como la 

muerte celular por apoptosis, se pone en marcha a través de la vía extrínseca  por la unión de los 

ligandos de la familia TNF a los receptores de muerte pertenecientes a la familia de los receptores de 

TNF entre los que se incluyen los TNFR, Fas y TRAIL la activación de estos inicia la formación de 

complejos de señalización, inductores de muerte celular multiproteícos, generando la agregación de 

estos complejos,  y causando los cambios conformacionales que desencadenan la actividad catalítica de 

las caspasas iniciadoras  - 8 y  -10.  (R.S.Hotchkiss et al., 2009)  Este proceso involucra la formación y 

la activación de complejos como el complejo de señalización inductor de muerte, (DISC) esto lleva a la 

activación,  de una caspasa efectora típicamente la caspasa - 3, la cual en su forma activa es la 

responsable de la escisión de substratos de muerte, que producen las características distintivas de la 

apoptosis, tanto cambios  morfológicos como bioquímicos, entre los que se incluyen: La fragmentación 

del ADN,  fragmentación nuclear  y  ampollamiento de la membrana celular. (L.Portt et al.,  2010) Por 

lo que el bloqueo de la apoptosis podría promover  la neuroconducción e incrementar la capacidad de 

recuperación. (Matushita et al., 2000) 

 

Ya  que el receptor Fas y  la procaspasa -8 se han identificado en las motoneuronas y  neuronas  de la 

sustancia gris  de la médula espinal  normal y el creciente conocimiento  de la muerte neuronal 

secundaria a apoptosis, incrementa la posibilidad de que el receptor Fas se encuentre involucrado en la 

puesta en marcha  de la  apoptosis durante la LTME, a través de la activación de la caspasa-8. Por lo 

que  el uso de medicamentos inhibidores de las caspasas podría ser de utilidad en la neuroprotección y 

limitación del daño en la LTME.  (Matushita et al., 2000) 

Por lo tanto,  en el presente trabajo, planteamos evaluar la actividad de la caspasa-8  a diferentes 

tiempos después de una LTME en un modelo de contusión en ratas y evaluar el posible efecto anti-

apoptótico de la  Dapsona. (DDS)  inhibiendo su activación, a través de su efecto antiinflamatorio ya 

que este fármaco  actúa como un inhibidor irreversible de la mieloperoxidasa, al modificar el sitio 

activo de esta enzima. (S.M. Debol et al., 1997)  Otros mecanismos por medio de los cuales la DDS 

tiene propiedades anti-inflamatorias   inherentes a su grupo sulfona, (Y.I. Zhu et al., 2001 ) que reducen 

la generación de radicales libres (RL) neurotoxicos son:  la interferencia con la migración quimiotactica 

y la  supresión del reclutamiento de neutrofilos, (Harvath et al., 1986;  Debol et al ., 1997) la inhibición  

de la actividad de la peroxidasa de eosinófilos, (Bozeman et al., 1992) inhibición de la generación de 

los productores de 5- lipooxigenasa. ((G.Wozel et al., 1995)  Otros efectos neuroprotectores de la DDS 

son el antagonismo, contra las acciones desencadenadas por el Glutamato. (Suzuki et al., 1992; 

Altagracia et al., 1994; Minato et al., 1997)  
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Estos datos en conjunto  con evidencia de la probabilidad de la DDS como agente terapéutico que 

probablemente minimiza el estrés oxidativo en enfermedades neurodegenerativas (Chun Cho et al., 

2010) y al no existir una terapéutica eficaz para la LTME, la cual es un verdadero  problema de salud 

publica, nosotros proponemos, en el presente trabajo evaluar el posible efecto antiapoptótico de la DDS 

en la etapa aguda después de la lesión traumatica de la medula espinal  de ratas. 
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III. ANTECEDENTES 

 

III.1.  APOPTOSIS 

 

Los mecanismos que regulan la muerte celular son de gran  importancia para el  mantenimiento de la 

homeostasis. Las células crecen controladamente gracias a la expresión de nuevos genes que inducen 

señales de muerte en estadios definidos de diferenciación y en respuesta a determinados estímulos 

fisiológicos. (Ellis et al., 1991; Martin et al., 1993)  Por lo que se considera a la apoptosis como un 

mecanismo  de muerte inherente al desarrollo celular, que se desencadena por diversas señales, las 

cuales pueden ser fisiológicas o  exógenas ambientales. Estas señales pueden actuar sobre receptores de 

superficie y causar la activación en cascada de proteínas citoplasmáticas; ello ocasiona la activación de 

un programa genético que conduce,  a la núcleolisis por  acción de  endonucleasas, (Ribatti et al., 1995)  

este mecanismo de muerte celular interviene en importantes fenómenos fisiológicos como: 

embriogénesis, mantenimiento de la homeostasis, renovación tisular, desarrollo y como parte de la  

función del sistema inmune. (Onishi et al., 1994) 

 

Los trastornos en la regulación de la apoptosis, están presentes en la etiopatogenía de diversas 

enfermedades autoinmunes, neurodegenerativas e infecciosas (Amesisen et al., 1992; Onishi et al., 

1994) y debido a que la apoptosis puede considerarse como un proceso de eliminación de células 

defectuosas, la desregulación de los genes que codifican las proteínas relacionadas con ella, puede ser el 

origen de diversos tumores. (Korsmeyer et al., 1992) 

 

Las características morfológicas de la célula apoptótica difieren de las observadas en las células que 

sufren necrosis. Esta ultima, es un proceso que tradicionalmente sea considerado "pasivo" que no 

requiere de síntesis proteica, y  que es causado por la pérdida de la homeostasis. Se caracteriza por daño 

mitocondrial, rotura de la membrana, lisis celular y liberación de su contenido al medio extracelular. 

(Raff et al., 1992)  Por el contrario, la apoptosis se considera un proceso activo que implica síntesis 

proteica, en el cual la célula sufre una condensación nuclear y citoplasmática. Sus características 

morfológicas revelan condensación de la cromatina nuclear, desintegración nucleolar, disminución del 

tamaño nuclear, compactación del citoplasma y de organelos (excepto mitocondrias y ribosomas), 

alteraciones del citoesqueleto y aspecto de ampollas en la  membrana.   Durante el proceso final ocurre 

fragmentación del ADN debido a una ruptura internucleosomal de este y se forman fragmentos 

nucleares recubiertos de membrana, llamados cuerpos apoptóticos, que son fagocitados sin evidencia de 

reacción inflamatoria. (Cohen et al., 1993) 
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Por otro lado se han  identificado antígenos (Ag) de membrana celular capaces  de inducir señales de 

apoptosis. Como el receptor  Fas o Apo-1, grupo de diferenciación, (CD95)  una proteína 

transmembrana tipo II glicosilada de aproximadamente 43 kD que se expresa constitutivamente en gran 

variedad de tejidos normales y líneas tumorales.  (Tucek – Scabo et al., 1996)   

 

El Fas/Apo-1 es miembro de la superfamilia de los Factores de Necrosis Tumoral ,(TNF)  entre los que 

se encuentran los Receptores TNF tipo I y II, el receptor del factor de crecimiento neuronal (NGF), 

CD40 y CD27. (Itho et al., 1991) 

 

El ligando del Fas/Apo-1 es una proteína de membrana tipo II de 40 kD miembro de la familia del TNF. 

(Suda et al., 1993) La unión del Ag de membrana Fas/Apo-1 con su ligando y con anticuerpos 

antagonistas, es una de las vías de inicio de señales para la apoptosis. (Itho et al., 1991)  Existe una 

relación estrecha entre la participación del ligando Fas y la citotoxicidad mediada por los linfocitos T 

CD8+. (Kagi et al., 1994) 

 

Por otro lado la mayoría de las células nucleadas experimentan ruptura internucleosomal del ADN 

mediante endonucleasas Ca2+ Mg2+ dependientes, entre las que se encuentran la NUC-18, la DNAsa I y 

la DNAsa II.  

 

Así mismo cabe mencionar la importancia de los genes involucrados en la apoptosis como lo es, el gen 

Bcl-2, el cual,  forma parte de una familia de genes que intervienen en la regulación de la supervivencia 

de la célula. Los miembros de la familia Bcl-2 están integrados por: Bcl-2, Bax, Bad, Bcl-X1, Bcl-Xs, 

Mcl-1. El destino de una célula de morir o sobrevivir está determinado por las diferencias en la 

expresión de estas proteínas, actuando algunas como promotoras y otras como inhibidoras de las 

señales de apoptosis. (Boise et al., 1995)  

 

Por ejemplo, el heterodímero Bcl-2 - Bax y la variante Bcl-X1 tienen efecto inhibitorio de la muerte 

celular, al impedir la acción de las proteasas cisteinas (caspasas)  que median señales de apoptosis. 

(Boise et al., 1995) 
 

 Sin embargo, la formación de homodímeros Bax-Bax, así como elevados niveles de Bax o Bcl-Xs, 

pueden favorecer la muerte programada de la célula. (Boise et al., 1995) 

 



 
 

8

Existen otros oncogenes y genes supresores de tumor que influyen en el mecanismo de apoptosis, como 

los  genes c-myc y nur-77, (Nuñez et al., 1994)  que a pesar de estar asociados con la progresión del 

ciclo celular participan en la inducción de apoptosis en algunas células, y el gen p53, cuya expresión se 

incrementa en casos de daño genómico, (Osborne et al., 1994)   donde detiene a las células en la fase 

G1 del ciclo celular, con el objetivo de que se produzca la reparación del ADN antes de que se replique. 

(Meyn et al., 1996)  La sobreexpresión de p53 conduce directamente a la apoptosis. (Cory et al., 1995)  

 

El producto de nur77 es una proteína que pertenece a la familia del receptor nuclear de hormonas 

esteroides y su efecto en la apoptosis está dado porque actúa como un factor de transcripción que regula 

la expresión de genes involucrados en la muerte celular. (Nuñez et al., 1994)  Otro regulador fisiológico 

del ciclo celular que participa en la apoptosis es la proteína Myc, que es producto del proto-oncogén c-

myc. La sobreexpresión del gen c-myc pudiera resultar en mitosis o apoptosis dependiendo de la 

disponibilidad de otros factores que estimulan el crecimiento celular. (Cohen et al., 1993)  

 

Es así como la, apoptosis es regulada por una cascada celular proteolítica,  principalmente mediada por 

miembros de la familia de proteasas de cisteina, conocidas como  caspasas, la cuales, proteolíticamente 

activan a otras proteínas intracelulares claves, que median la muerte celular programada, para lo cual se 

han descrito  tres vías de señalización: (Keane et al., 2001) 

Una vía involucra la unión de receptores de muerte que activa  la pro- caspasa -8 y probablemente otras 

caspasas iniciadoras. (Keane et al., 2001) 

 

Una segunda vía es controlada por la   mitocondria e involucra el Factor 1 proteasa activador de la 

apoptosis, (Apaf-1) y caspasa - 9  localizada en la mitocondria. 

 

Una vez activado por  citocromo – c, Apaf-1 junto con trifosfatos cofactores de nucleótido (d ATP o 

ATP) une y activa caspasa -3 y otras caspasas  descendentes,  de este modo la caspasa- 8 y la caspasa -9 

representan las proteasas de cisteína angulares  en la vía del receptor de muerte y la vía mitocondrial 

(Citocromo c/Apaf-1), respectivamente. (Keane et al., 2001) 

 

La tercera  vía de apoptosis, la del RE, es  mediada, a través  de la  caspasa – 2. Los mecanismos que 

ponen en acción a esta caspasa  aun no están del todo claros, sin embargo, cada día hay mas evidencia 

de que su activación tiene lugar en los mecanismos iniciales en  la cascada de activación en la 

mitocondria, dentro de la vía intrínseca, al escindir y activar  al latente proapoptotico Bid. Un modelo 

mas reciente sugiere  que la proteína adaptadora p53  inducida con un dominio de muerte (PIDD), es 
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inducida en respuesta a ciertos estímulos apoptóticos como lo es el daño al ADN, posteriormente PIDD   

atrae una segunda proteína adaptadora RAIDD, generando el reclutamiento de caspasa -2 a través de la 

interacción CARD- CARD y la formación del PIDDosoma (estructura análoga al apoptosoma, la cual la 

caspasa- 2 dimeriza y activa.  (Kurokawa et al., 2009) 

 

 Durante la apoptosis,  la activación  de la caspasa -8, (a través de la vía de  los receptores de muerte) y  

de la caspasa - 9, (vía mitocondrial) movilizan a las caspasas - 3, -6 y - 7, lo cual, genera la destrucción 

celular por escisión  de diversas proteínas y activación de ADNasas. Es así como, la muerte celular por 

apoptosis, se pone en marcha por la unión de los miembros de la familia TNF a los receptores de muerte 

pertenecientes a la familia de receptores -  TNF,  entre los que se incluyen a los TNFR, Fas y TRAIL  y 

la activación de estos inicia la formación de complejos  de señalización, inductores de muerte celular 

multiproteícos, generando la agregación de estos complejos, lo cual causa los cambios 

conformacionales que desencadenan la actividad catalítica de las caspasas iniciadoras - 8 y  -10. 

(R.S.Hotchkiss et al., 2009) Este proceso involucra la formación y activación de complejos como el 

complejo de señalización inductor de muerte (DISC), esto lleva a la activación,  de una caspasa efectora 

típicamente, la caspasa -3, la cual en su forma activa es la responsable del anclaje de substratos de 

muerte, que generan las características morfológicas y bioquímicas distintivas  de la apoptosis como lo 

son: La fragmentación del ADN, fragmentación nuclear y el  abombamiento de la membrana. (L.Portt 

et al.,  2010)  Por lo que los  agonistas de los receptores de muerte pueden ser usados por las células del 

sistema inmune  para desencadenar la muerte celular programada. (L.Portt et al.,  2010) Son varios  los  

estímulos que pueden activar la apoptosis  a través de la vía extrínseca, tales  como, el estrés intra y 

extracelular, generados por cambios en  la  temperatura y la osmolaridad,  agentes de daño al  ADN, 

RL, remoción de nutrientes, oxigeno, factores de crecimiento, citocinas proinflamatorias, y procesos 

fisiológicos  como el envejecimiento  y el desarrollo. (L.Portt et al.,  2010)  

 

Mientras que la caspasa -9  regula principalmente la vía mitocondrial. Entre los  factores precipitantes 

de esta vía,   se encuentra el incremento intracelular de  los RL, el daño al ADN, la repuesta a proteínas 

no plegadas y la deprivación de factores de crecimiento. (R.S.Hotchkiss et al., 2009)  Estos iniciadores  

llevan a incremento de la permeabilidad mitocondrial, generando la liberación de proteínas 

proapoptóticas, de la membrana intermitocondrial,  al espacio citosólico, como el citocromo c, y su 

homologo DIABLO, (SMAC/ DIABLO) el cual,  antagoniza inhibidores  de proteínas proapoptóticas, 

ocasionando con esto,  la activación de caspasas e incrementando la progresión a la apoptosis. 

(R.S.Hotchkiss et al., 2009)  
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Es importante comentar que los factores  que determinan cual vía  de muerte celular ha de activarse, 

incluye la etapa de ciclo celular, el tipo y magnitud del estimulo apoptotico. (R.S.Hotchkiss et al., 2009) 

Lo que genera la muerte celular programada, caracterizada  por sus cambios morfológicos que incluye 

el redondeo y el ampollamiento de las membranas, el desemsanblaje del citoesqueleto, la fragmentación 

del ADN y la condensación de la cromatina, lo que genera el empaquetamiento de las células 

moribundas y la inmersión de las células circundantes o fagocitos. Estas acciones pueden ser atribuidas 

a la acción  de las  caspasas, que  desempeñan un rol importante en la apoptosis neuronal lo cual se ha 

asociado con la afección funcional que acompaña a las enfermedades neurodegenerativas y en las 

lesiones agudas de SNC. (Keane et al., 2001) 

 

 

III.2.  CASPASAS 

 

El termino caspasas es el termino abreviado para proteasa  especifica – aspartato –dependiente de 

cisteina. (Basil et al., 2000) Las caspasas al compararse con otras proteasas,  tienen una inusual 

especificidad por los residuos de aspartilo. (Basil et al., 2000) Se han identificado 14 miembros de la 

familia de este grupo de proteasas, las cuales se han numerado en el orden de su descubrimiento. De 

estas,  la  caspasa -11 y  la caspasa - 12,  se han identificado solo en ratones, el resto  están presentes en 

el humano. (Basil et al., 2000) Todas las caspasas se transladan inicialmente como zimógenos inactivos 

y tienen las siguientes características en común: 

 

Un pre-dominio N-Terminal de longitud variable de 22 a > 200 aminoácidos; Una subunidad larga de 

17 - 20kDa;  Una región corta subinterunidad  de 10 aminoácidos y una subunidad pequeña  de 10 - 12 

kDa. La porción C- Terminal de la subunidad larga contiene un residuo catalítico de cisteína; juntos el 

acompañamiento de este y otros residuos conservados formán la secuencia semiconservada del 

pentapéptido QACXG en el sitio activo. (Alnemri et al., 1996; Thornberry et al., 1998; Basil et al., 

2000) 

 

Las pro-caspasas son procesadas por una proteolísis limitada a su forma activa, la cual consiste en un 

dimero de subunidad larga y corta. Sin embargo,  in vivo las caspasas están conformadas mas 

establemente como tetrameros constituidos de dos subunidades de dimeros largo/corto.  (Basil et al., 

2000) La clasificación de las caspasas se basa en sus funciones putativas y la homología en secuencias 

y las coloca en tres categorías: (Thornberry et al., 1998; Basil et al., 2000) 

 



 
 

11

Iniciadores apoptóticos,  ejecutores de la apoptosis y mediadores inflamatorios. (Thornberry et al., 

1998; Basil et al., 2000) 

 

Las caspasas -2, -8, -9 y -10 son consideradas  iniciadoras de la apoptosis, dado que,  actúan en 

posiciones hacia arriba de la cascada de apoptosis  en diversas vías; esto es, en la superficie celular y la 

mitocondria. (Basil et al., 2000) Ellas tienen en común el   - hélice antiparalelo con capacidad 

depredominio N- Terminal que contiene 6 sitios de fijación complementaria.  (Basil et al., 2000) 

 

La caspasa -8 y la caspasa -10 tienen dos de estos dominios en su N- Terminal, conocido como 

dominios efectores de muerte. (DEDs) Mientras que la   caspasa -2 y la caspasa  -9 tienen solo uno de 

estos dominios, los cuales en caso de estos miembros son conocidos como de reclutamiento de 

caspasas. (CARDs) Estos juegan un papel importante en la localización y activación de procaspasas 

especificas. (Thornberry et al., 1998; Basil et al., 2000)  Los ejecutores de la apoptosis, están 

constituidos por la caspasa -3, caspasa -6 y la caspasa -7,  estas proteasas median algunas de las 

manifestaciones morfológicas y bioquímicas de la apoptosis: Como el ampollamento de la membrana 

plasmática, la disolución de la membrana nuclear, la condensación y la marginación de la cromatina y 

la fragmentación del ADN. (Basil et al., 2000) Las caspasas ejecutoras tienen predominios cortos N- 

terminales cuya función aun se mantiene sin conocimiento. (Basil et al., 2000) Las caspasas -1 y -11 se 

consideran inflamatorias. De hecho la caspasa- 1 fue la primera en descubrirse y se vio que es la 

responsable del procesamiento de la prointerleucina 1- a su forma madura. (Thornberry et al., 1992; 

Wang et al., 1998;  Basil et al., 2000) La activación de las caspasas se ha descrito, como ya hemos 

comentado   a través de dos vías principales, designadas como la vía intrínseca y extrínseca. 

 

La vía extrínseca es iniciada  por la unión  de receptores de muerte celular, pertenecientes de la 

superfamilia del receptor de TNF/ FNG. (Ashkenazi et al., 1998)  Estos incluyen TNF receptor 1 

(TNFR1)/p55/ CD120 a, Fas/ Apo1/ CD95, Receptor de Muerte- 3 (DR3)/ Apo 3/WSL-

1/TRAMP/LARD, FR4/TRAIL-R1 y DR5/Apo2/ TRAIL-R2/TRICK2/KILLER. De los cuales, TNFR1 

y Fas tienen en común una región de 68 aminoácidos en su porción citoplásmica llamada “dominio de 

muerte”. La unión y trimerización de estos receptores  por sus respectivos ligandos, TNF/  o ligando 

Fas, inducen cambios conformacionales que promueven  la fijacióndelinfotoxina, una molécula 

adaptadora al dominio de muerte. Las moléculas adaptadoras para Fas y TFR1 son  la proteína 

asociadora de Fas con el dominio de muerte (FADD) y TNF- receptor asociado con el dominio de 

muerte,  (TRADD) estas dos moléculas adaptadoras se caracterizan  por un dominio C- Terminal de 

muerte complementario al del receptor. (Basil et al., 2000)  Una vez formado el complejo trimerizado 
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receptor/ proteína adaptadora (Conocido como complejo receptor muerte- inductor o DISC) el DED de 

la proteína adaptadora fija  pro-caspasa -8 o pro-caspasa -10,  (Boldin et al.,1996 ;  Muzio et al., 1996) 

la pro-caspasa  aparentemente se autoactiva  cuando múltiples zimógenos se agrupan en la superficie 

del receptor. (Muzio et al., 1998) Otra molécula adaptadora  RAIDD / CRADD recluta  procaspasa-2  a 

los receptores de muerte vía interacciones con  CARD y a través de la proteína interactuante del 

receptor. (RIP)  (Ahmad et al., 1997)   

 

 Mientras que  la vía intrínseca es iniciada  por la mitocondria, la cual, una vez que recibe estímulos 

apoptóticos libera citocromo c hacia el citosol,  este último,  se fija al factor- 1 activador de proteasa 

apoptotica, (APAF-1) que contiene un CARD N- Terminal. (Liu et al., 1996) En presencia de dATP un 

cambio conformacional en el APAF-1 recluta procaspasa -9 a través del CARDS de ambas proteínas, la 

procaspasa -9 luego aparentemente se autoactiva cuando un número suficiente de zimógenos se agrupan 

de modo muy similar a la procaspasa -8 y la procaspasa -10. (Liu et al.,  1996) De hecho se ha 

demostrado que la pro caspasa -9 reside  dentro del espacio intermembrana  de la mitocondria y que se 

libera al citosol posterior a un estimulo apoptotico. (Krajewski et al., 1999) El dominio central de 

APAF-1 contiene una región fijadora para el homodímero  Bcl-xL y en ausencia de estimulo 

apoptotico, APAF-1, procaspasa-9 y Bcl-xL existen en un complejo estable ternario, conocido como 

apoptosoma. (Y. Hu et al., 1998) Sin embargo después de un estimulo apoptotico, proteínas 

proapoptóticas semejantes a Bcl-2 como Bax y Bak dimerizan con Bcl-xL de este modo evitando su 

unión y represión de la activación de procaspasa -9. (Y. Hu et al., 1998) Es así, como,  el proceso de 

activación de las caspasas, es complejo y letal para la célula, por lo que existen inhibidores endógenos 

que regulan la maquinaria de muerte celular en diversos puntos. entre estos se incluyen la familia  de 

proteínas conocida como los inhibidores de apoptosis (IAPs) y otros como lo son, los receptores 

señuelo y las moléculas adaptadoras señuelo. (Basil et al., 2000)  Los IAPs se caracterizan   por 

secuencias N- terminales, de aproximadamente 65 aminoácidos, conocidos como “repeticiones 

Baculovirus IAP”. Además los IAPs también contienen un segmento C- Terminal, que es llamado 

dominio RING, el cual media interacciones proteína- proteína a través de una región semejante a un 

dedo de zinc.  (Borden et al., 1995) En humanos se han identificado  5 IAPs: hIAP- 1/c- IAP-2, hIAP - 

2/c-IAP-1, IAP ligado a X (X- IAP/ humano, proteína semejante a IAP (hILP), proteína neuronal 

inhibidora de apoptosis (NAIP) y survivina. (Ambrosini et al., 1997) Los IAPs contienen 2 a 3 copias 

de BIR, a excepción de la survivina que contiene uno, e  inhiben a las caspasas a través de dos 

mecanismos distintos:  
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La inhibición directa de caspasas  activas y la interferencia de la activación de las procaspasas. Estudios 

cinéticos han demostrado que hIAP- 1/c- IAP-2, hIAP - 2/c-IAP-1, y X- IAP/hILP inhiben a las 

caspasas -3, -7 y  -9 con poco efecto en caspasas -1,-6,-8 y -10,  además  X- IAP/hILP también inhibe a 

la caspasa -9 activa.  Este efecto inhibitorio aparentemente es mediado por dominios selectivos dentro 

de cada IAP. (Basil et al., 2000)  Otro tipo de inhibidores, que  se ha visto se encuentran  asociados con 

los receptores de muerte, son  los receptores señuelo, los cuales,  son homólogos a Fas o DR 4/5 pero 

carecen de los dominios de muerte citoplásmicos funcionales, por lo que competitivamente secuestran 

al ligando y de este modo previenen  la activación del receptor de muerte. (Golstein et al., 1997; 

Marsters et al., 1997) Otra clase de inhibidores son las moléculas adaptadoras, las cuales son tipificadas 

por la familia de proteínas virales conocida como proteínas inhibidoras semejantes a FADD- ICE, (v 

Flips) estas proteínas  contienen dos DED N- terminales  que median su unión a FADD, procaspasa- 8 o 

procaspasa 10, lo que da como resultado el bloqueo del reclutamiento de las procaspasas a DISC y de 

este modo la apoptosis mediada por receptores es bloqueada. (Basil et al., 2000) 

 

Una vez activadas las caspasas actúan sobre diversos ligandos, es decir mientras las caspasas tienen un 

absoluto requerimiento para un residuo de aspartil en la posición de substrato de P1, otros residuos se 

lindan a este aspartato dependiendo de la especificidad de cada una de las caspasas. (Basil et al., 2000) 

Fue por esto que basado en su especificidad por sustratos las caspasas fueron divididas en tres 

categorías generales, que casualmente es la misma que la que ya describimos de acuerdo a su función: 

(Basil et al., 2000) 

 

Las caspasas -1, -4 y -5 tienen  predilección por la escisión  después de DE (V/H) D, mientras que las 

caspasas  -2,-3 y -7 prefieren  DE (V/H) D , mientras que  las caspasas -6, -8, -9 prefieren (V/L) E (H/T) 

D. 

 

Ambas vías de la apoptosis,  la intrínseca y la extrínseca convergen en la vía final en la cual  las 

caspasas  ejecutoras son activadas, de las cuales la caspasa -3 es el prototipo, por lo que las caspasas 

iniciadoras prefieren a los aminoácidos de cadena ramificada en la posición P4.  Particularmente  la 

caspasa -8 prefiere LETD y la caspasa -9 prefiere LEHD. (Thornberry et al., 1997) Así mismo,  las 

caspasas -6, -7, y -10 también pueden activar procaspasa -3. Por su parte la  caspasa -3 puede escindir  a 

las  procaspasas  -6 y -9 por si misma. Este dato, sugiere, que una vez activada la caspasa ejecutadora  

propaga su actividad a través de una asa de retroalimentación positiva que garantiza la muerte celular. 

(Basil et al., 2000)  Una vez activadas las caspasas ejecutadoras o efectoras,  escinden muchos sustratos 

que conducen directamente al fenotipo de apoptosis. Se ha demostrado  que el desmantelamiento del 
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citoesqueleto puede ser el resultado de la despolimerización de los filamentos de actina, lo cual 

involucra  una proteína de 80 kDa asociada al citoesqueleto conocida como gelsolina.  La escisión de 

esta proteína por la caspasa -3 genera un fragmento amino–terminal  servidor de actina independiente 

de Ca+, generando la apoptosis del núcleo y del citoplasma. (Kothakota et al., 1997) La caspasa -3 

también escinde  otra proteína abundante en el citoesqueleto, la cual  ancla  microtubulos a la superficie 

citoplásmica  de la membrana plasmática, esta escisión puede resultar en el agrandamiento celular 

característico de la apoptosis inicial. (Basil et al., 2000) Otro ejemplo lo constituyen las proteínas 

nucleares laminillas las cuales anclan a la cromatina a la membrana nuclear, la cual puede ser escindida 

por la caspasa -6, esto puede dar como resultado las observaciones típicas de la marginación y 

condensación de la cromatina durante la apoptosis. (Orth et al., 1996)  A su vez, el desmantelamiento 

del ADN puede ser generado por  el factor -40 de fragmentación del ADN (DFF-40).  Esta proteína  de 

40 kDa existe en estado de reposo unida al factor inhibidor de fragmentación del ADN factor 45, 

también conocido como inhibidor de CAD (ICAD). (Basil et al., 2000) DFF-45 es un sustrato para la  

caspasa -3 y su escisión, elimina su acción recesiva en DFF-40 permitiendo  que este último  entre al 

núcleo vía una localización nuclear de su secuencia  C-Terminal  y una vez en el núcleo este digiere 

directamente el ADN genómico.  (Liu et al., 1997) Sin embargo habrá que mencionar que existen otras 

endonucleasas que participan en la apoptosis neuronal, y podría ser que la digestión del ADN facilita la 

fagocitosis de las células apoptóticas y la posibilidad de la transformación genética de los fagocitos.  

Por lo que durante este proceso se debe abolir cualquier proceso de reparación del ADN que podría 

interferir con la fragmentación de este. (Basil et al., 2000) Este es el caso de la polimerasa Poli (ADP –

Ribosa) (PARP) y de la proteincinasa dependiente de ADN (DNA – PK), las cuales,  son dos enzimas 

reparadoras que  ADP ribosilan o fosforilan elementos nucleares, en respuesta a daño del ADN  

respectivamente. (Casciola et al., 1996) La polimerasa PARP contiene 3 dominios dentro  de su  

secuencia de  113 –kDa: un dominio  N- Terminal  fijador de ADN (DBD), un dominio de 

automodificación central y un dominio catalítico C- Terminal. La porción de dedo de zinc del DBD se 

fija  al sitio de rotura de ADN, permitiendo que el sitio catalítico ADP- ribosile la cromatina y  de este 

modo repara el ADN. La caspasa -3 activa y escinde a PARP en un sitio DEVD216G, lo cual , 

contrarresta  su actividad  al separar el DBD del resto de la proteína. De igual modo DNA –PK contiene 

un dominio  N-Terminal de cierre de leucina y un dominio catalítico los cuales son escindidos aparte 

por la caspasa -3, en un sitio N DEVD 271. (Casciola et al., 1996) Además de escindir proteínas que 

reparan el ADN,  la caspasa -3 también interfiere con la replicación de ADN.  La subunidad de140-kDa 

factor C de replicación (RF-C 140) contiene un dominio N- Terminal  vinculante de ADN, un dominio 

central que liga el antígeno nuclear de célula proliferando (PCNA) y un dominio C- Terminal que 

permite que RF-C 140 se ligue a otras subunidades del  complejo pentamerico RF-C. La caspasa -3 
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escinde a RF-C 140 en tres sitios putativos: DEVD 723G, DLVD 922S y IETD1117A, lo que da como 

resultado que el dominio vinculante de la subunidad  RF-C este separado del resto de la molécula. Sin 

embargo, en lugar de una perdida de la función, esta escisión convierte al fragmento N- Terminal a su 

forma negativa que se une al ADN y previene su replicación, evitando así, la replicación de ADN 

innecesario. (Rheaume et al., 1997) 

 

 Así mismo cabe mencionar la existencia de las proteínas asociadas con regulación de las caspasas, 

dado que la conversión de una proteína a su forma dominante negativa se observa también en ciertas 

proteínas semejantes a  Bcl-2. Aunque normalmente antiapoptoticos Bcl-2 y Bcl-xL son escindidos por 

la caspasa -3, lo que genera fragmentos C- terminales que se vuelven proapoptóticos. Como el ciclo de 

retroalimentación positiva para propagar la activación de caspasas, la amplificación  de señales de 

apoptosis puede también ser alcanzar retroalimentación  a nivel del apoptosoma. (Basil et al., 2000) 

 

De modo similar la caspasa -8 puede escindir  BID una proteína proapoptotica semejante a  Bcl-2  cuyo 

fragmento C- Terminal promueve la liberación de citocromo c de la mitocondria  potenciando la muerte 

celular. (Li et al., 1998)  

 

Es por esto que es de particular interés para nosotros hacer énfasis en que después de la lesión 

traumática de la médula espinal, se inicia  una compleja cascada de procesos fisiopatológicos, lo que 

involucra la expansión del daño primario hacia el tejido nervioso adyacente.  Estos eventos de daño 

secundario se han descrito ampliamente en la literatura e incluyen a la isquemia, (Tei  Kaido et. al., 

2005) la respuesta inflamatoria,  (Bethea et al.,  2002; Hausmann et al.,  2003) el daño al citoesqueleto e 

inducción de vías apoptóticas, (Ekshyyan et al., 1994) excitotoxicidad (McAdoo et al., 2000; Park et al., 

2004;) y el estrés oxidativo. Es decir, mientras el trauma mecánico inicia procesos de muerte celular 

rápida de las neuronas y la glía, se pone en marcha un insidioso y tardío mecanismo secundario que se 

caracteriza por el incremento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, un desequilibrio 

electrolítico, excitotoxicidad , una compleja y pobre entendida respuesta neuroinflamatoria que puede 

persistir por meses o años después del trauma inicial, que finalmente desembocan en un incremento de 

la muerte celular por apoptosis. (Norenberg et al., 2004; Profyris et al., 2004; Fleming et al., 2006) 
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III.3.  FISIOPATOLOGÍA DE LA LESIÓN TRAUMÁTICA DE LA MÉDULA ESPINAL.  

 

En las etapas iniciales de la LTME  ocurre un daño a la microcirculación, lo cual, produce isquemia que 

desencadena una falla energética que se traduce en la perdida de la regulación iónica, este evento 

involucra la movilización de cationes monovalentes y divalentes como  K,
+  

Na
+ 

 e incremento tanto de 

las concentraciones intracelulares como extracelulares de Ca
2+ 

, tambien se observa un aumento en las 

concentraciones de Glutamato y otros aminoácidos excitatorios de 6 a 8 veces mayores que las 

concentraciones normales, (Agrawal et al., 1997)  esta excesiva liberación de Glutamato, el  principal 

neurotransmisor excitatorio en el Sistema Nervioso Central, ha sido asociado con la presencia de 

excitotoxicidad en la materia gris y blanca. (Choi et al., 1992; Oka et al., 1993; Mcdonald et al., 1998; 

Li et al.,  2000;) Normalmente el Glutamato es depurado del espacio extracelular por los astrocitos y en 

menor grado por la microglía. (Rimaniol et al., 2000; Van Landeghem et al., 2001; Matute et al., 2006.) 

Sin embargo, después de la lesión, el metabolismo de este neurotransmisor por los astrocitos se 

encuentra alterado, y su eliminación se encuentra inhibida indirectamente por el TNF-α y la IL-1β, 

(Chao et al., 1995; Pitt et al., 2003; Takahashi et al., 2003)  las especies reactivas de Oxígeno (EROS) 

(Piani et al., 1993; Volterra et al., 1994) y el ácido araquidónico. (Zerangue et al., 1995)  Del mismo 

modo, la microglía y los macrófagos activados podrían facilitar la acumulación de Glutamato en la 

hendidura sináptica. (Piani et al., 1991; Piani et al., 1994; Noda et al., 1999.)  Estos cambios en 

conjunto,  son capaces de disminuir el umbral de las neuronas a otros eventos bioquímicos celulares 

asociados con el incremento en la entrada de Ca
2+

y Na
+ 

a  la célula, lo que puede desencadenar la 

muerte celular. El círculo vicioso podría propiciarse ya que el mismo Glutamato es capaz de reclutar 

citocinas proinflamatorias como el TNF-α y elevar la expresión de receptores metabotrópicos o 

ionotrópicos de los tipos NMDA y AMPA/kainato, los cuales tienen  asociado un canal de Ca
2+

/Na
+

, lo 

que preserva el incremento del Ca
2+ 

intracelular y la activación de enzimas dependientes del Ca
2+ 

como: 

La sintasa del óxido nítrico constitutiva, la fosfolipasa C, la fosfolipasa A
2
,  diversas cinasas y 

fosfatasas. (Beattie et al., 2002; Stellwagen et al., 2005)  Al mismo tiempo, se activan proteasas como la 

calpaína que destruyen la mielina, favoreciendo un proceso desmielinizante, (Ray et al., 2003) por 

medio de estos eventos se promueven la muerte celular tanto por apoptosis como por necrosis.  

 

Otro evento que juega un papel muy importante en la etapa aguda de la lesión es la respuesta 

inflamatoria. La lesión de la médula espinal por contusión o compresión causa una necrosis 

hemorrágica central, acompañada de una prominente activación glial e infiltración leucocitaria. 

(Popovich et al., 1997; Hausmann, 2003; Sroga et al., 2003; Fleming et al., 2006) Es decir, mientras las 
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fuerzas mecánicas ocasionan una disrupción inicial de la barrera hematoencefalica, mediadores 

inflamatorios como el TNF-α y la IL-1β, sobrerregulados inmediatamente después de la lesión, inducen 

cambios tardíos en la función endotelial incluyendo el incremento en la permeabilidad de la barrera.  

(Schnell et al., 1999) Así mismo, otras sustancias vasoactivas son liberadas por la glía y los leucocitos 

incluyendo: EROS, histamina y Óxido Nítrico que incrementan aún más este proceso. (Ellis et al.,  

1987; Unterberg et al., 1988; Butt et al.,  1995; Armao et al., 1997; Carlson et al., 1998; Sarker et 

al.,1998; Nag et al.,2000) También, la metaloproteinasa de matriz (MMP-9), la cual puede ser un factor 

permeabilizante, producida por los neutrofilos y el endotelio, facilita la diapédesis de leucocitos. 

(Mautes et al., 2000)  Los macrófagos y neutrófilos activados liberan citocinas, RL, eicosanoides y 

proteasas que causan toxicidad glial y neuronal.  (Chao et al., 1992; Merrill et al., 1993; Chandler et al., 

1995; Newman et al., 2001; Shamash et al., 2002; Bao et al., 2002; Liu et al., 2006; Brady et al., 2006) 

A su vez, las neuronas y la glía sintetizan citocinas proinflamatorias,  particularmente, TNF-α e IL-1β 

como parte de la comunicación intercelular normal. (Hopkins et al., 1995; Probert et al.,  1997) Sin 

embargo, los incrementos sostenidos de estos mediadores causan una inflamación sin control que 

incrementa la muerte celular de neuronas y astrocitos. (Lee et al., 2000; Hermann et al., 2001; Shamash 

et al., 2002; Cai et al., 2003; Lu et al., 2005) De hecho la IL-6 , también ha sido implicada en la 

neurodegeneración secundaria derivada de la lesión. (Zhu et al.,  2000; Lacroix et al., 2002; Okada et 

al., 2004; Kerr et al., 2004) Porlo que la sobreexpresión de dichos mediadores en la médula espinal 

incrementa la infiltración leucocitaria e inhibe el crecimiento axonal, con lo que decrementan la 

recuperación locomotora. (Lacroix et al., 2002)  Por su parte el estrés oxidativo (EO)  ha demostrado 

una participación clave en la progresión de la lesión primaria de la médula espinal, ya sea traumática o 

isquemica. (Hall et al., 1989; Hulsebosch et al., 2002) Ya que después de la lesión traumática, éste EO 

se establece a través de eventos asociados con los procesos de isquemia/reperfusión a lo que se suma la 

liberación de los productos de la inflamación, lo que contribuye a la muerte celular.  (Hall et al., 1989; 

Springer et al., 1997; Azbill et al., 1997; Lifshitz et al., 2004; Xu et al., 2005; Xiong et al., 2007)  Los 

RL generados durante estos procesos inducen la apoptosis a través de la oxidación irreversible de 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos. (Merrill et al., 1993; Evans et al.,  1996; Lewen et al., 2000; Liu et 

al., 2002; Xiong et al., 2007)  De hecho, es bien sabido que la apoptosis puede ocurrir con un moderado 

pero letal estimulo oxidativo, mientras que,  la necrosis resultaría de cambios oxidativos mas agresivos. 

Esto se explica dado que la muerte por apoptosis requiere energía en forma de ATP. (Searle et al., 1982; 

Liu et al., 1996; Richter et al., 1996; Lelli et al., 1998; Lee et al., 1989) Por lo que, un EO 

suficientemente agresivo depleta las reservas energéticas y daña la maquinaria encargada de producir la 

energía necesaria para implementar los cambios estructurales asociados con la apoptosis. Por ejemplo, 

se ha reportado en distintas estirpes celulares la inducción de apoptosis por medio de la exposición a 
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bajas concentraciones de H2O2; mientras que,  la exposición a altas concentraciones induce muerte 

celular por necrosis. (Lennon et al., 1991; Buttke et al., 1994; Lee et al., 1997)  

 

De este modo Liu  y colaboradores demostraron que la concentración de ONOO- se incrementa dentro 

de las `primeras 3 horas posteriores a la lesión de la médula espinal y que estos incrementos Inducen la 

muerte celular de astrocitos y neuronas; es decir, hay evidencia creciente que el ONOO- que se genera 

en la materia gris de la médula espinal posterior a una lesión, genera apoptosis probablemente 

secundario a la activación de caspasas, demostrando con esto su papel como agente durante el daño 

secundario de la lesión médular y que su remoción a través de la administración de antioxidantes y/o 

atrapadores de radicales podría reducir la extensión del daño y mejorar la funcionalidad. (Bao et al., 

2003)  

 

 De hecho La peroxidación de lípidos juega un papel importante en la progresión del daño de la médula 

espinal. (Hall et al., 1989)  La enzima Glutatión peroxidasa cataliza la reducción de lipoperoxidos y 

otros hidroperoxidos orgánicos usando el Glutatión reducido (GSH) como un donante de H+. 

(Norastola et al., 2004)  De este modo, esta enzima junto con su sustrato GSH, proveen una importante 

protección contra el daño secundario a la lipoperoxidación. Existen estudios donde se ha encontrado un 

aumento en la expresión de GPx en las dos semanas siguientes a la transección de la médula espinal en 

ratas. (Norastola et al., 2004)  Más relevante aún, nosotros en un estudio observamos cambios en la 

actividad de esta enzima a partir de las 2 horas posteriores a la misma que mantuvo un ascenso continuo 

dentro de las 24 horas consecutivas a la LTME. (Díaz- Ruiz et al., 2010)  Estos resultados son 

compatibles con las disminuciones que determinamos de las concentraciones de GSH, dado que,  al 

encontrarse incrementada la actividad enzimática de la GPX se consume una mayor cantidad de este 

substrato, esto nos indica la importancia de diseñar estrategias terapéuticas más eficaces encaminadas a 

preservar las reservas de grupos Tioles como neuroprotectores para contrarrestar el estrés oxidativo 

durante la etapa aguda de la lesión traumática de la médula espinal. (Díaz – Ruiz et al., 2010)  Además, 

algunas citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF), el interferón (IFN) y la interleucina-1 (IL-

1) son capaces de inhibir la actividad de la GPx. (Zachara et al., 1991; Lam et al., 1993) La inhibición 

de la síntesis del GSH, incrementa la formación de radicales libres, (Merad-Borudia et al., 1998) eleva 

la actividad de la Sintasa del Óxido Nítrico, (Heales et al., 1995) disminuye la actividad mitocondrial 

(Heales et al., 1995; Heales et al., 1995) e incrementa la vulnerabilidad excitotóxica. (Bridges et al., 

1991) Además, se ha implicado al GSH en la síntesis y reparación de ADN.  
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Es así como son  varios son los estímulos, que se generan en la LTME que  pueden activar la apoptosis 

a través de la vía extrínseca. Como, el estrés intra y extracelular, generados por cambios en  la  

temperatura y osmolaridad,  el daño del  ADN, RL, remoción de nutrientes, oxigeno, factores de 

crecimiento y  citocinas proinflamatorias. (L.Portt et al.,  2010) Es decir, durante la LTME, la apoptosis 

juega un papel principal en la progresión del daño, contribuyendo a la degeneración secundaria de las 

estructuras contiguas al epicentro de la lesión, a través de la degeneración Walleriana de los tractos 

ascendentes y descendentes en la sustancia blanca. (Crowe et al., 1997; Hulsebosch et al., 2002) 

 

 

III.4.  APOPTOSIS  Y LA LESIÓN DE LA MÉDULA ESPINAL 

 

Hay evidencia creciente de la contribución de la muerte celular por apoptosis, en la generación del daño 

secundario de la LTME. (Keane et al., 2001) Como hemos comentado ampliamente, las caspasas se 

consideran importantes mediadores de muerte celular por estímulos generados durante la LTME.  De 

hecho, en modelos experimentales, se ha encontrado que la procaspasa -8  (Enzima convertidora 

semejante a IL- 1 βFADD), es una caspasa iniciadora de 55kDa. (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 

1996) Esta procaspasa puede procesarse así misma después de su unión con un   miembro  de la familia 

de receptores de muerte de TNF, el Fas. (Kischkel et al., 1995; Medema et al., 1997) Este último, el  

Fas es un receptor de membrana de 45 kDa, que forma un complejo de señalización inductor de muerte 

(DISC) con una proteína adaptadora FADD y procaspasa -8. (Nagata et al., 1995) Una vez activa la 

caspasa -8, de modo directo o a través de mecanismos mitocondriales dependientes de la interacción 

BH3 producen la escisión del dominio de muerte agonista, generando con esto,  la escisión cascada 

abajo, de la caspasa -3 y por lo tanto, activando la muerte celular por apoptosis.  Al mismo tiempo,  la 

caspasa- 3 puede escindir por si misma a la procaspasa - 8 perpetuando, de este modo  el mecanismo de 

apoptosis. (Slee et al., 1999; Woo et al., 1999) Y dado que la procaspasa -3 es una proteína de 32 kDa 

constitutivamente expresada en el cerebro y en la médula espinal  (Namura et al., 1998; Hayashi et al., 

1998) y que una vez que se activa y escinde en caspasa-3, interactúa con mas de cuarenta proteínas 

sustrato diferentes, incluyendo: Proteínas del citoesqueleto, enzimas de reparación, proteincinasas y 

factores de transcripción; Se ha demostrado que la  inhibición, de su activación (entre las que se 

involucra  la forma activa de la caspasa -8) bloquea la muerte neuronal por apoptosis en diseños de 

isquemia de médula espinal y cerebral. (Hara et al., 1997; Chen et al., 1998; Matsushita et al., 2000) 
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 Todo esto parte de que la pro forma de caspasa -8, a través de inmunohistoquímica se ha encontrado en 

las neuronas de sustancia gris, y de modo poco frecuente en  neuronas de sustancia blanca. Lo que 

coincide con el hecho de que, se ha detectado ARNm de caspasa -8 en tejido normal, en mayor 

proporción en sustancia gris que en sustancia blanca  de médula espinal, (Matsushita et al., 2000) por lo 

que, su fijación  al receptor Fas constituye uno de los mecanismos precursores en la activación de 

caspasa -8. De hecho  Matsuchita y colaboradores evaluaron la expresión de Fas en tejido médular 

normal y sometido a isquemia, encontrando la expresión constitutiva de Fas en neuronas de tamaño 

medio y grande dentro del cuerno ventral de la médula espinal y en  los microvasos. (Matsuchita et al., 

2000) De mayor relevancia fue el hecho de que después de la lesión por isquemia de la médula espinal, 

se incremento la positividad para el marcaje de Fas y esto se corroboro por Inmunoblot, encontrándose 

inmunoreactividad para Fas en  menos del 10% de las neuronas positivas para procaspasa-8 previo a la 

lesión y en 10 a 20% de las neuronas positivas para procaspasa- 8 posterior a la lesión, encontrándose 

mayor intensidad y diseminación  de la inmunoreactividad para procaspasa- 8 en las neuronas de la 

sustancia gris, y mayor intensidad de la elevación del ARN para caspasa- 8 un  día después de la 

reperfusion, este incremento, fue evidente  a las 3 horas y se mantuvo hasta 24 horas después de la 

reperfusion, con predominio de caspasa -8 escindida dentro  de la sustancia gris ventral isquemica y en 

la zona intermedia, mostrando caspasa- 3 activa en  la misma distribución. (Matsushita et al., 2000) 

 

 En este mismo estudio para corroborar el  daño del ADN, se practico tinción de Neuronas Terminal 

positivas con etiquetados finales de ADN mediadas por desoxinucleotidil transferasa, (TUNEL) siendo 

positivas entre las 18  y 24 horas posteriores a la lesión  en el cuerno dorsal, en las regiones intermedia 

y medial de la sustancia ventral, mostrando que las caspasas activadas están presentes en  los sitios de 

daño al  ADN. (Matsushita et al., 2000) A su vez, los autores evaluaron la presencia de Citocromo c, el 

cual se encontró predominantemente en citoplasma al día siguiente a la reperfusion y determinaron 

Gelsolina degradada en el mismo curso temporal. (Matsushita et al., 2000) Lo que coincide  con los 

hallazgos  de Casha y colaboradores, quienes en un modelo de lesión de médula espinal por compresión 

en ratas, demostraron correlación espacial y temporal entre degeneración axonal, apoptosis de 

oligodendrocitos y niveles de Fas y caspasa -8 (Casha et al., 2001) y al  administrar un inhibidor de 

caspasa -8, FLIP-L, encontraron disminución de muerte celular por  apoptosis. (Casha et al., 2001) Por 

su parte otros investigadores como Li y colaboradores en modelos de LTME, reportaron células 

positivas para marcadores de apoptosis (TUNEL) y expresión de Bcl-2 lo que sugiere que la lesión  

induce protección para apoptosis. (Crowe et al. 1997;  Li et al., 1997; Micharel S. Beattie et al., 2000) 
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 Así mismo existen varios estudios que demuestran células apoptóticas en el epicentro de la lesión  a las 

6 horas posteriores a la LTME, las cuales se incrementaron a las 24 horas en sitios distantes siempre en 

sustancia blanca,  con persistencia de pocas células en el centro, respetándose un delgado anillo de 

sustancia blanca.  (Michael S, Beattie et al., 2000) Estos hallazgos fueron corroborados por 

inmunohistoquímica sugiriendo que las células apoptóticas son oligodendrocitos y microglía. Lo que 

prueba que  hay al menos dos etapas de lesión secundaria que involucran a la apoptosis, dentro de estas. 

Una etapa  inicial de muerte celular por necrosis en el centro de la lesión acompañada de apoptosis de 

diversos tipos celulares y una fase tardía confinada principalmente a la sustancia blanca que involucra a 

los oligodendrocitos y a la microglía, esta ultima etapa, dura al menos tres semanas y aparentemente la 

muerte de oligodendrocitos podría estar asociada con la degeneración  axonal inducida por la lesión.  Es 

decir, la apoptosis de los oligodendrocitos podría asociarse con la degeneración Walleriana, lo cual 

puede contribuir a la desmielinización de axones intactos, probablemente por que la remoción de 

axones retira el soporte trófico necesario para los oligodendrocitos, o bien, por que los productos de la 

degeneración de los axones podrían ser tóxicos para los oligodendrocitos circundantes. (Crowe et al., 

1997;  Liu et al., 1997; Michael S, Beattie et al., 2000) Esta última hipótesis, también fue sugerida por 

Takagi y colaboradores, quienes, demostraron por tinción doble por inmunohistoquímica con TUNEL, 

HOECHST y al medir la actividad colorimetrica de caspasa -8,  que la muerte ocurre tanto en neuronas 

como en oligodendrocitos siendo mayor en la sustancia blanca, donde tiene lugar la degeneración 

Walleriana, en este estudio la perdida de oligodendrocitos, también se extendió a sitios dístales de la 

lesión concluyendo  en su trabajo, con la teoría de  que la muerte neuronal de oligodendrocitos  es 

debida probablemente por activación de caspasas, dado que encontraron incrementos significativos en 

la actividad de la caspasa- 8  en los días 3 y 8, así como de la actividad de caspasa - 3 al día 7. (Takagi 

et al., 2003)  Sugiriendo que TNF- puede ser importante en la apoptosis generada posterior a LTME 

a través del reclutamiento de receptor de muerte asociado a dominio/proteína de dominio asociada a 

receptor de  muerte TNF 1. (Ashkenazi et al., 1998; Takagi et al., 2003) Esto ha sido reafirmado por la 

caracterización de la participación de  TNF- posterior a LTME., además de que la microglía activada 

puede secretar citocinas como TNF-  así como RL, oxido nítrico y que eso puede inducir la apoptosis 

de oligodendrocitos. (Gehrman et al., 1995)  Lo cual,  podría concordar con el hecho de que existe una 

correlación entre la microglía activada en los tractos de sustancia blanca y los oligodendrocitos 

apoptoticos, estos datos  sugieren que la microglía activada se pone en contacto con los 

oligodendrocitos apoptóticos, sin embargo aun no esta claro si esta interacción puede ser iniciada por 

señales apoptóticas o si la microglía contribuye a la apoptosis de oligodendrocitos por liberación de 

factores y citocinas. (Michael S, Beattie et al., 2000) De hecho hay estudios reportados en la literatura 

en donde, en un modelo de microlesiones de columna cervical  la microglía fue activada por los 
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oligodendrocitos dañados y que esto inducía la invasión de células de Schwann probablemente por la 

liberación de algunos factores no determinados. (Michael S. Beattie et al., 2000)  

 

Así mismo la microglía produce una cantidad de moléculas citotóxicas como la IL-1 β, otras asociadas 

con protección tisular, como el  NGF, y algunas con propiedades tanto citotóxicas como protectoras 

como el TNF- (Michael S. Beattie et al., 2000) Por otro lado la microglía puede liberar Glutamato, lo 

cual,  potencialmente aumentaría la excitotoxicidad. (Michael S. Beattie et al., 2000) Mas aún  la glía 

modula la conducción axonal y hay datos descritos por diversos autores de que la activación de 

receptores  AMPA/Kainato en los astrocitos y en la oligodendroglía de la médula espinal, contribuye a 

la degeneración axonal postraumática de la médula espinal. Acorde a esto  Wada  y colaboradores  

demostraron, tras la administración de un antagonista del receptor metabotropico NMDA  de 

Glutamato, una reducción en el número de células apoptóticas  en un modelo de LTME en ratas.  (Wada 

et al., 1999) 

 

Otros estudios refuerzan la importancia de estos hallazgos, como es el hecho de que los 

oligodendrocitos expresan in Vitro el receptor TNF p55,  el cual, contiene un dominio intracelular  de 

muerte celular Fas-like. Cuya activación ha demostrado desencadenar muerte celular y desmielinización 

en modelos de Esclerosis múltiple. (Michael S. Beattie et al., 2000)  Por lo que estos mediadores se han 

evaluado en modelos de LTME,  tomando en cuenta  el soporte trófico que proporcionan los 

oligodendrocitos para los axones y que estos a su  vez,  influencian la proliferación glial, a través  de la 

familia del ligando neurogulina, el cual incluye Heregulina,  factor de diferenciación  Neu, factor de 

crecimiento  glial (GGF) y receptor inducido por actividad de la acetilcolina. (Vartanian et al., 1997)  

En particular GGF2 interactúa con la oligodendroglía vía el receptor HER4 influyendo en su 

supervivencia y diferenciación; las integrinas también aparentemente juegan un papel clave en  la 

mediación de las interacciones oligodendroglial - axonal, porque la oligodendroglía mieliniza muchos 

de los axones del SNC, la apoptosis de esta glía podría contribuir  a la desmielinización, lo cual 

exacerbaría los déficits neurológicos en la LTME.  (Frost et al., 1999) Es asi como, son varios los  

mediadores de muerte celular, que  han sido estudiados en modelos de LTME, por ejemplo factores 

neurotróficos como el Factor de crecimiento neuronal, (NGF) el cual,  es producido por la microglía y 

podría estar   involucrado en la muerte celular por apoptosis  mediada  por el receptor neurotrófico de 

baja afinidad p 75 NGFR. Este ultimo  no es expresado de modo normal en los oligodendrocitos de  la 

médula espinal de adultos, sin embargo, se han hecho marcajes con anticuerpos para p 75 NGFR dentro 

de las siguientes 24 hrs. siguientes a lesiones de médula espinal ya  sea  por contusión o hemisección, 

en los que los  oligodendrocitos que se marcaron en columnas dorsales, coincidieron con el patrón de 
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muerte celular y degeneración en estudios previos, donde de hecho, muchos de los oligodendrocitos 

identificados con morfología nuclear apoptotica expresaron  p75 NGFR.  (Casaccia – Bonnefil et al., 

1998; Michael S. Beattie et al., 2000) En otro estudio se detecto  por medio de inmunohistoquímica la 

expresión sobreregulada de NGF en la microglía después de LME. Estos hallazgos sugieren que el NGF 

podría actuar paradójicamente como mediador de apoptosis en algunas células después de la lesión de 

la médula espinal. (Michael S. Beattie et al., 2000)  

 

Aunado a esto, diversos estudios han demostrado que  la apoptosis y la activación de caspasas después 

de la LTME implican neurodegeneración y daño funcional, y es que, se ha visto, que la activación de 

caspasas - 3, - 8 y - 9 ocurre dentro de las 72 horas siguientes a la lesión, tanto en neuronas como 

oligodendrocitos, así como, en algunos astrocitos.  

 

Es así como particularmente en la LTME,  las  caspasas han sido implicadas en el mecanismo de lesión 

secundaria, ya que, hay reportes de que la activación de la  caspasa - 3  ocurre en la LTME en modelos 

experimentales y en humanos. (Knoblatch et al., 2005) De hecho, Emery y colaboradores en 1998, 

reportaron apoptosis oligodendroglial y colocalización de caspasa -3 en autopsias de pacientes humanos 

que fallecieron a las 3 horas y 15 días posteriores a una LTME. Otros han encontrado caspasas 

activadas tanto en sustancia gris y blanca de segmentos caudales y rostrales al epicentro de la lesión, 

sugiriendo la participación de estas proteasas en la expansión de la lesión. (Keane et al., 2001; 

Knoblatch et al., 2005) 

 

  Un mecanismo potencial de activación de las caspasas que ha sido descrito en los oligodendrocitos de 

LTME, es la liberación excesiva de Glutamato, que puede generar la activación de caspasa - 3 y la 

apoptosis de oligodendrocitos. (Knoblatch et al., 2005)  Mientras que en otros estudios se ha visto que 

la generación de RL secundarios a LTME puede contribuir a la liberación de citocromo c, activación  de 

caspasas - 3 y - 9  y la apoptosis de motoneuronas, estos datos, han demostrado que las caspasas - 8 y  - 

9,  son activadas en materia blanca y gris después de LTME en ratas. (Springer  et al., 1997; Knoblatch 

et al., 2005) Tal es, el caso de  Knotblatch y colaboradores, quienes, demostraron un incremento de la 

subunidad activada de caspasa - 3  y la expresión de subunidades escindidas de caspasas - 8 y - 9   de  

una a 72 horas. posteriores a la LTME  en modelos experimentales; (Knoblatch et al., 2005) en estos 

estudios el mayor incremento en los niveles de caspasa -8  escindida, fue a las 24 horas siguientes a la 

lesión, mientras que los niveles de caspasa -9 escindida  fueron mayores de 1 a  24 horas posteriores al 

evento (Knoblatch et al., 2005) también, por medio de inmunohistoquímica se encontraron  formas 

activas de caspasas - 3, - 8 y - 9  no solo en el epicentro de la lesión, si no también,  a través de  de la 
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materia gris de dos segmentos dístales del sitio de impacto  a las 4 y 72 horas. posteriores a la LTME, 

así mismo, determinaron caspasas activadas presentes en células con características de neuronas 

motoras,  con predominio prevalente de caspasas- 3 y - 9 sobre caspasa-8, particularmente en las 4 

primeras horas posteriores a la LTME. (Knoblatch et al., 2005) De este modo,  la activación de las 

caspasas puede reflejar un paso en la vía general de la muerte celular que lleva ya sea a necrosis o a 

apoptosis dependiendo de la disponibilidad energética, (Knoblatch et al., 2005) puesto que, la 

activación temprana de caspasa - 3 puede conducir a necrosis secundaria a través de degradación 

proteica dependiente de caspasas que regulan el calcio intracelular, (Knoblatch et al., 2005) por lo que,  

la rápida activación  de caspasas en el epicentro de la lesión puede preceder al desarrollo de un núcleo 

necrótico  de la  cavidad de la lesión y el involucro en su extensión rostrocaudal. (Keane et al., 2001) 

Con base en esto,  habrá de considerarse que la activación de caspasas no siempre lleva a la muerte 

celular, ya que, también se han relacionado con la neurogenesis y la plasticidad sináptica. (Knoblatch et 

al., 2005) Sin embargo, el resultado funcional  final de la LTME depende de como responde el SNC a la 

perdida neuronal y axonal para alcanzar la reparación y la reorganización, es decir, si la apoptosis 

ocurre en esta situación compleja puede contribuir tanto a la reparación como a la lesión secundaria. De 

hecho la muerte celular y la remoción son críticas para la remodelación y la reparación en otras 

situaciones, en otras palabras, la apoptosis en la LTME puede desempeñar un papel en el daño y en la 

reparación neuronal, (Michael S. Beattie et al., 2000)  lo cual, coincide con los hallazgos de Yi Chi y 

colaboradoes quienes en  su estudio, sugieren que la expresión de  TNF- se incrementa,�  en la fase 

inicial  en el periodo agudo (< 7 hrs) y promueve la apoptosis, pudiendo agravar la lesión secundaria, 

esto contrasta con el periodo crónico de la lesión donde TNF- puede tener efectos benéficos al inducir 

la proliferación e hipertrofia de los astrocitos, que podrían estar involucrados en la restauración del 

ambiente iónico extracelular, recaptura de neurotransmisores, liberación de neuromoduladores, la 

remoción de EROS y  metales, así como, la secreción de factores neurotróficos  como NGF, BDNF y 

moléculas de la matriz extracelular, como: ICAM -1, NCAM y N- cadherina. Por lo que hay que 

considerar, que todos estos factores podrían proporcionar neuroprotección  y promover  la regeneración.  

(Ling –Yi Chi et al., 2008)  Otro mecanismo de protección neuronal de la apoptosis, seria el hecho de 

que algunas proteínas inductoras de muerte celular son también esenciales para la supervivencia, como 

es el caso de la caspasa - 8 y su activador: El factor de muerte asociado a FAS,  (FADD) ya que,  son  

necesarios para la apoptosis mediada por el receptor de muerte pero también son críticos para la 

diferenciación de macrófagos y la proliferación de células T inducidas por antígenos, por lo que el 

bloqueo  de las vías de muerte celular por apoptosis,  puede mantener células dañadas y por tanto 

disfuncionales. (R.S.Hotchkiss et al., 2009) Esto último, podría estar en relación con que las células 

apoptóticas inducen anergía o un fenómeno inmunosupresor, mientras que las células necróticas 
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aumentan la inflamación, en parte por la fijación del  dominio del receptor de tipo C de la familia 9 de 

lectina. (CLEC9A) en las células dendríticas. (R.S.Hotchkiss et al., 2009) Además la 

neurodegeneración  esta relacionada con la supresión de la reentrada de las neuronas al ciclo celular por 

cambios en la expresión de ciclinas  y cambios en la actividad de las cinasas dependientes de ciclinas, 

(CDK) ya que se ha visto que existe una interacción directa entre la maquinaria del ciclo y el programa 

apoptotico, esto se confirmo en un estudio, en el cual en neuronas postmitóticas  cdc 2 el CDK1, (un 

regulador del ciclo celular) inicia la apoptosis a través de la activación directa de Bad,  un 

desencadenante de apoptosis, representando así otro mecanismo clave de apoptosis neuronal. 

(Kurokawa et al., 2009)  

 

Es por esto que las opciones terapéuticas dirigidas contra puntos específicos o moléculas clave en la 

apoptosis requieren la generación de un mayor conocimiento del papel de estos mecanismos en la 

evolución de la LTME en los diversos tipos celulares, en los tiempos y en los sitios anatómicos. 

(Michael S. Beattie et al., 2000)  

 

Con base en esta información nosotros proponemos caracterizar la actividad de la caspasa - 8 durante la 

etapa aguda del daño y evaluar el posible efecto anti-apoptótico de la DDS, sobre esta mecanismo, ya 

que  la literatura sugiere que el bloqueo de la apoptosis podría favorecer la neuroconducción e 

incrementar la capacidad de recuperación. (Michael S. Beattie et al., 2000)  

 

 

III. 5.  DAPSONA  (DDS). 

 

La DDS (4-4'-diaminodifenilsulfona) su estructura química es la más simple de las sulfonas, una 

sulfona  que se une a dos átomos de carbono. 

 

 

III. 5.1. Absorción. 

 

Se absorbe en el tracto gastrointestinal con una biodisponibilidad del 86%. En voluntarios sanos se 

probaron dosis de 100 mg de DDS vía oral y se obtuvieron concentración máxima en suero de 1.10 a 

2.33 mg/L alcanzadas entre las  0.5 y las 4 h. La vida media tiene un rango de 12 a 30 h. La 

farmacocinética es similar en adultos y en niños. (Zhu et al., 2001) 
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III. 5.2. Distribución. 

 

La DDS se une al 75% de las proteínas, su metabolito monoacetilado se une completamente a las 

proteínas. Se distribuye en todo el organismo incluyendo la piel, el hígado, los riñones y los eritrocitos. 

La DDS cruza la barrera hematoencefálica y la placenta, asimismo se ha encontrado en la leche 

materna. (Zhu et al. 2001) 

 

 

III.5.3. Metabolismo. 

 

Después de su absorción en el  tracto gastrointestinal, la DDS es transportada a través de la circulación 

portal al hígado donde es metabolizado vía acetilación o N-hidroxilación. La hidroxilación da como 

producto una hidroxilamina,  metabolito tóxico producido por el citocromo P-450, mientras que la 

acetilación por la N-acetiltransferasa produce dos  metabolitos no tóxicos que son la monoacetil DDS y 

la diacetil DDS.  

 

El CYP3A es la isoforma de citocromo que preferentemente hidroxila a la DDS, aunque algunos 

estudios señalan que también son importantes los CYP2E y CYP2C. 

 

Diversos investigadores han estudiado el efecto de la velocidad de acetilación sobre la eficacia y 

toxicidad de la DDS y han sugerido que la velocidad  no interfiere con la vida media o la eficacia. 

Finalmente, permanecía  la  controversia sobre el efecto del  polimorfismo de la acetilación (de 

acetiladores rápidos y pobres), a través de diversos estudios se pudo comprobar que este evento no 

afecta la vida media  ni interfiere con  la eficacia ni la toxicidad del fármaco. (Zhu etal., 2001) 

 

 

III. 5.4. Excreción. 

 

Cerca del 85% de la DDS se excreta a través de la orina, principalmente como glucoronidos, y  

alrededor  del 10% se elimina por medio de la bilis. El 50% de la DDS se elimina 24 h después de ser 

administrada, sin embargo se ha reportado que su excreción puede incrementarse o disminuirse cuando 

se administran de manera conjunta con rifamicina y probenecid, respectivamente.  (Zhu et al., 2001) 
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 III. 5.5. Biodisponibilidad. 

 

La farmacocinética de la DDS administrada de manera intravenosa fue analizada por Pieters y Zuidema 

en 1987, en este estudio se administraron 100 mg de DDS por las vías intravenosa y oral, los valores 

fueron comparados y  no se observarón diferencias farmacocinéticas significativas entre las dos vías de 

administración. La vida media se encuentra en un rango de 16.4 a 30.4 h  y la biodisponibilidad es de 

63.5 a  98.1 mg (concentraciones determinadas por HPLC en suero),  por lo que la biodisponibilidad 

oral de la DDS en humanos fue del 86 al 100%. 

 

 

III.5.6. Acción Antimicrobial. 

 

Como un antibiótico, la DDS actúa con el mismo mecanismo de acción que las sulfonamidas, 

inhibiendo la síntesis de ácido dihidrofolico por un mecanismo competitivo del sitio activo de la 

dihidropteroato sintetasa, por lo tanto, la DDS inhibe el crecimiento de microorganismos que son 

dependientes de la síntesis de ácido fólico. 

 

 

III.5.7. Acción antioxidante. 

 

La DDS  podría  actuar como un antioxidante, (Niwa et al., 1984; Anderson et al., 1987)  ya que se ha 

propuesto su papel como antioxidante en los neutrofilos fagocíticos. (Suda et al., 2005)  Con base a 

esto,  Chun Cho y colaboradores  demostraron que la DDS disminuye la citotoxicidad en fibroblastos 

diploides  no fagocíticos humanos inducida por el Paraquat en un 90%, esta citotoxicidad  es generada 

por el Paraquat que produce  aniones súper oxido, a través de vías metabólicas dependientes de 

NADPH. La proteincinasa PKC esta involucrada en el ensamblaje iniciado por ligando de NADPH 

oxidasa (NOX) para la generación de aniones súper oxido. (Martins et al., 2002)  Recientemente el 

Paraquat ha demostrado que induce la generación de EROS a través de la activación de PKC- delta 

dependiente de NOX. (Miller et al., 2007) También la mitocondria esta involucrada  en el estrés 

oxidativo y la toxicidad mediada por Paraquat, ya que el sitio de mayor producción de súper oxido por 

este compuesto es el complejo mitocondrial I,  NADH – ubiquinona oxidoreductasa (Cocheme et al., 

2008)  y el Paraquat  reduce la actividad del complejo V mitocondrial. (Yang et al., 2007)  Esto genera 

la disfunción de la maquinaria mitocondrial y el daño de los complejos mitocondriales, ocasionando  la 

inhibición del transporte de electrones con el incremento subsecuente de la producción del anión súper 
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oxido. (Boeslsterli et al., 2007) Luego entonces,  la disfunción mitocondrial se caracteriza por la 

generación de súper oxido, disminución del potencial de membrana, daño del ADN mitocondrial y 

cambios morfológicos. Por lo que  Chun Cho, en su estudio  determinaron  que la DDS redujo la 

citotoxicidad del Paraquat, a través de la inhibición de la generación de aniones súper oxido 

mitocondrial y citosólico. En este mismo estudio se vio que la DDS protegió a los fibroblastos de los 

cambios morfológicos mitocondriales y de la reducción de su potencial de membrana. (Sung Chun Cho 

et al., 2010)   

 

Otra posibilidad de acción antioxidante de la DDS, es su papel como depurador (“scavenger”) de RL, la 

cual ha sido probada en su reacción con un RL estable el DPPH, reaccionando con el y convirtiéndolo 

en 1,1,1 – Difenil - 2 – (2,4,6 – trinitro  fenil) hidracina (Dinis et al., 1994; Wang et al., 1998)  En 

contraste, Chun Cho y colaboradores  determinaron una reducción en los niveles de súper oxido 

dismutasas 1 y 2,  SOD1 y SOD 2 respectivamente, lo cual podría indicar el menor requerimiento de 

estas enzimas depuradoras de RL.  (Sung Chun Cho  et al., 2010) 

 

A su vez, de acuerdo a que,  la NOX4 es la isoforma predominante de  NOX en el tipo celular empleado 

en el estudio comentado y que esta isoforma esta asociada con la generación de EROS y que se ha 

sugerido que la regulación a la baja de NOX4 podría reducir el EO. (Lambeth  et a., 2004) Es así como, 

Chun y Cho encontraron disminución en la expresión de genes de NOX4  dosis dependiente tras la 

administración de DDS. ( Sung Chun Cho et al., 2010) 

 

La importancia de estos hallazgos en conjunto es la actividad antioxidante de la DDS no solo en células 

fagocíticas y dado que la disfunción mitocondrial generada por el  Paraquat se ha caracterizado por la 

alta producción de súper oxido, el daño al ADN mitocondrial y la reducción del potencial de membrana, 

por lo que este compuesto se   usa en modelos experimentales de Parkinson (Tiruchelvam et al., 2000)  

Estos datos en conjunto generan la probabilidad de la DDS como agente terapéutico que minimice el 

EO en enfermedades neurodegenerativas. (Sung Chun Cho et al., 2010)   

 

 

III..5.8. Acción Antiinflamatoria. 

 

La DDS interfiere con la quimiotaxis y la migración de los neutrófilos y con la adhesión de estos al 

endotelio vascular al inhibir a la integrina 2, (CD 11b7CD18)  también,  interfiere con la activación y 

la función de las proteína G (tipo Gi), que inician la cascada de segundos mensajeros para el estímulo 
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quimiotáctico, esta inhibición suprime a su vez el reclutamiento de neutrófilos, la producción de 

especies reactivas de oxígeno y la secreción de substancias tóxicas. 

 

Se sabe que las especies reactivas de oxígenos son bactericidas, pero también dañan el tejido adyacente 

incrementando los procesos de destrucción. El ácido hipocloroso es un potente oxidante que es 

producido por la enzima mieloperoxidasa (MPO), una hemoproteína localizada en los neutrófilos. El 

ácido hipocloroso también se sintetiza por la enzima peroxidasa de eosinófilos. Se ha comprobado que 

la DDS administrada en dosis terapéuticas, tiene la capacidad de inhibir a la MPO, ya que se une de 

manera irreversible a la MPO, modificando la estructura química del sitio activo. (Bozeman et al., 

1992)  La peroxidasa de los eosinófilos es igualmente sensible a la inhibición por DDS que la MPO, 

(Bozeman et al., 1992)  por estas razones, la DDS protege a las células del daño generado por los 

neutrófilos y los eosinófilos, directamente por la inhibición de la generación de substancias tóxicas y 

especies reactivas de oxígeno. (Martin et al.,  1985) 

 

 La DDS inhibe además la unión del leucotrieno B4 (LTB4) a su receptor en los neutrófilos y produce 

una inhibición de la respuesta quimiotáctica para el LTB4 (Marloff et al., 1988) e inhibe la síntesis de 

los productos de la 5-lipooxigenasa en los leucocitos polimorfonucleares, también inhibe a la enzima 

liposomal, por lo tanto, la DDS reduce la producción de prostaglandinas y leucotrienos y bloquea su 

efecto inflamatorio, (Zhu et al., 2001) fenómeno importante de daño secundario desencadenado después 

de una LTME. (Hausmann et al., 2003)  Finalmente, en estudios previos de nuestro grupo, se demostró 

que la DDS tiene efecto neuroprotector contra los efectos de agonistas de los receptores para Glutamato 

(Santamaria et al., 1997), neurotransmisor implicado en el daño secundario generado después de una 

LTME. (Li et al., 2000)   

 

Por otra parte, recientemente Lacroix y colaboradores en el año 2002, demostraron que la presencia de 

neutrófilos y macrófagos inhibe los procesos de crecimiento axonal en un modelo daño médular, donde 

implantaron fibroblastos genéticamente modificados para  sobreexpresar  citocinas pro-inflamatorias 

por lo que el uso de la DDS probablemente revertiría este efecto.  

 

Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo proponemos el uso de la DDS como un fármaco  

antiapoptotico  después de una LTME.  
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IV. JUSTIFICACIÓN 

 

La lesión de la médula espinal, conlleva a una significativa y catastrófica disfunción y discapacidad 

física, con implicaciones económicas y psicológicas,  en el individuo,  su familia y  la sociedad. (Peter 

AC Lim et al., 2007) Después de la LTME, se inicia  una cascada de procesos fisiopatológicos,  que 

involucran la expansión del daño primario hacia el tejido nervioso adyacente.  Estos eventos de daño 

secundario incluyen:  La isquemia, (Tei  et. al., 2005) la respuesta inflamatoria, (Bethea et al., 2002; 

Hausmann et al., 2003), el daño al citoesqueleto e inducción de vías apoptóticas, (Ekshyyan et al., 

1994) excitotoxicidad, (McAdoo et al., 2000; Park et al., 2004;)  el estrés oxidativo, que pueden 

persistir por meses o años después de la lesión  inicial, que finalmente desembocan en un incremento de 

la muerte celular por apoptosis. (Norenberg et al., 2004; Profyris et al., 2004; Fleming et al., 2006) 

Dado que son  varios  los estímulos que  pueden activar la apoptosis,  a través de la vía extrínseca, 

(L.Portt et al.,  2010) por la unión de los miembros de la familia TNF a los receptores de muerte 

pertenecientes a la familia de receptores de TNF que desencadenan la actividad catalítica de la proteasa 

de Cisteína  iniciadora, caspasa-8  (R.S.Hotchkiss et al., 2009) y al no existir una terapéutica eficaz para 

este problema de salud publica, nosotros proponemos, en el presente trabajo evaluar el posible efecto 

antiapoptótico de la DDS en la etapa aguda después de la lesión, dadas sus propiedades 

antiinflamatorias, antioxidantes, antagonista  de la excitoxicidad y moduladoras del calcio,  inhibiendo 

la activación de la vía extrínseca de la apoptosis, a través del bloqueo de la  escisión de la proteasa de 

cisteína ejecutora  caspasa- 8 en la etapa aguda de la LTME. 
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

 

¿La administración de DDS posterior a la LTME en un modelo experimental en ratas, es  antiapoptotica  

a través de la reducción en la actividad de la caspasa- 8?  

 

 

 

 

VI. HIPÓTESIS 

 

Si la administración de DDS ejerce efecto antiapoptotico,  entonces, observaremos disminución de la 

actividad de la caspasa -8 en un modelo experimental de LTME en ratas.  

 

 

 

 

VII. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la actividad de la caspasa-8 a diferentes tiempos después de la LTME y analizar el posible 

efecto antiapoptotico de la DDS en la etapa aguda de la lesión traumática de la médula espinal en ratas.  

 

 

 

 

VIII. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Determinar el curso temporal de la actividad de caspasa -8 en el tejido nervioso de la médula 

espinal durante la etapa aguda de la LTME.  

 Determinar el pico máximo de actividad de caspasa -8 en el tejido nervioso de la médula 

espinal durante la etapa aguda de la LTME.  

 Determinar si la administración de DDS posterior a la LTME inhibe la actividad  de caspasa -8 

evaluada en su pico máximo de actividad. 

 Determinar la ventana terapéutica de la administración de DDS como posible aniapoptótico. 
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IX. MATERIAL Y METODOS 

 

IX .1. Animales.  

 

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar de 200 a 250 g las cuales fueron distribuidas 

aleatoriamente en los siguientes grupos y sometidas a los procedimientos descritos a continuación:  

 

GRUPO 1:  

Animales sometidos al procedimiento quirúrgico,  realizando una laminectomia a nivel de la novena 

vértebra torácica y sacrificados por decapitación a las 4 horas después del pocedimiento quirúrgico. 

(n=5) 

 

GRUPO 2 – 4: 

Animales con laminectomia y lesión por contusión moderada dejando caer un cilindro metálico de una 

altura de 25 mm directamente en el tejido de la médula espinal a nivel de la novena vértebra torácica, 

deacuerdo al método descrito por Basso y colaboradores en 1996 y posteriormente, sacrificadas a 

diferentes tiempos: a las 4, 24 y 72  horas después de la lesión. (n= 5; por grupo) 

 

Grupo 5: 

 Animales con procedimiento quirúrgico tipo laminectomia y tratadas posteriormente con el vehículo de 

DDS por vía i.p, y sacrificadas al tiempo previamente determinado de máxima actividad de la caspasa -

8. (a las 72 horas) (n=5) 

 

Grupo 6 y 7: 

 Animales sometidos a laminectomia y lesión por contusión moderada dejando caer un cilindro metálico 

de una altura de 25 mm directamente en el tejido de la médula espinal a nivel de la novena vértebra 

torácica y tratadas posteriormente con DDS a una dosis de 12.5 mg/Kg de peso por vía i.p. (Ríos y et 

al., 2004), iniciando el tratamiento, a las  3  y 5 horas después del daño respectivamente, sacrificadas al 

tiempo previamente determinado de máxima actividad de la caspasa -8 . (72 hrs.) (n=5; por grupo.) 

Posterior al sacrificio se obtuvieron segmentos de la medula espinal del epicentro de la lesión de 0.25 

cm. en dirección distal y proximal. Los pesos de las muestras obtenidas estuvieron comprendidos entre 

.0250 - .0350 g.  

Las cuales fueron colocadas en nitrógeno liquido y almacenadas en congelación hasta realización de los 

ensayos.  
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IX .2. Laminectomia.  

 

Bajo anestesia con pentobarbital 50 mg/Kg intraperitonealmente y en condiciones de asepsia y 

antisepsia se procedió a realizar una incisión longitudinal desde la parte media a baja, de la región 

dorsal, se realizo una laminectomia de las regiones T9 y T10 exponiendo la medula espinal, con la 

duramadre integra, a continuación se procedió a realizar cierre por planos con nylon de 00.  

 

 

IX .3. Modelo de lesión por contusión.  

 

Previa administración intraperitoneal de una dosis de pentobarbital sódico de 50 mg/Kg, se procedió a 

realizar bajo condiciones de asepsia y antisepsia, laminectomía a nivel de T9 exponiendo la médula 

espinal con la duramadre íntegra. Los animales fueron colocados en un equipo especializado para 

producir una lesión por contusión (N.Y. Spinal Cord Impactor) a través del cual se deja caer un cilindro 

metálico de una altura de 25 mm previamente estandarizada para ocasionar una lesión por contusión 

moderada, este modelo experimental de lesión, fue desarrollado en la Universidad de Nueva York, 

(Gruner et al., 1992) esté equipo cuenta con un software que tiene la capacidad de analizar la lesión 

siguiendo diversos parámetros, como: Grado de compresión del tejido medular, velocidad, tiempo y 

altura con que impacta el cilindro metálico al tejido nervioso. Posterior al trauma los animales fueron 

suturados y colocados en una cámara de cuidados intensivos para pequeñas especies (Schoer 

Manufacturing Co., Kansas City. MO) para su recuperación. Asimismo se colocaron en cajas 

individuales de acrílico con aserrín estéril, hasta el sacrificio.  

 

 

IX.4.  Determinación de proteínas por el método de Lowry.  

 

Las muestras Se analizaron de acuerdo con el método de Lowry y colaboraores en 1951, para 

determinar su contenido de proteínas. Se diluyo cada muestra en una proporción 1:20, (50 μl del 

homogenado + 950 μl de agua) se pipetearon 0.4 ml de la muestra diluida y se agregaron 2 ml de la 

siguiente solución: 49 ml de Na
2
CO

3 
al 2 %+ 0.5 ml de CuSO

4 
al 1% 10 minutos después, se agregó el 

reactivo folin fenol 1:1 (0.2 ml por cada muestra) y se leyó la absorbancia después de 30 minutos en un 

espectrofotómetro U.V visible a 550nm, lamda 20 Perkin –Elmer.   
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IX. 5. Ensayo fluorométrico de actividad de  caspasa-8 /FLICE 

 

Para la determinacion de la actividad de caspasa- 8, se utilizo el kit de ensayo fluorometrico Caspase-

8/FLICE  comercializado por BioVision Research. 

El cual mide la actividad de la caspas-8 que inicia la apoptosis en celulas de mamiferos. 

 

El kit de ensayo fluorometrico Caspasa-8/FLICE  proporciona una simple y conveniente medida  de la 

actividad de caspasa que reconoce la secuencia IETD. Este ensayo se basa en la detección de la escición 

del substrato IETD-AFC (AFC: 7-amino-4-trifluorometilcumarina). El IETD-AFC emite luz azul  

(λmax = 400 nm);  una vez que se ha generado la escición del substrato por FLICE o caspasas 

relacionadas, el  AFC libre  emite una fluorescencia amarillo - verde (λmax = 505 nm), La cual puede 

ser cuantificada utilizando un fluorometro o un lector de fluorescencia de placas de microtitulos. La 

comparación  de la fluorescencia de  AFC proveniente de una muestra apoptotica con un control no 

inducido permite la determinación de las veces que se incrementa la actividad de FLICE. 

 

El ensayo se realizó de la manera siguiente: 

Primero fue adicionado el  DTT al buffer de reacción inmediatamente antes de su uso (concentración 

final de 10 mM: Para lo cual, se agregarón 10 μl del reactivo 1.0 M  de DTT por 1 ml de amortiguador 

de  reaccion 2X.) 

 

A continuación,  cada muestra se homogeneizo en un volumen de 1:20 de la solucion 10 mM de DDT/ 

amortiguador de reaccion 2X. 

 

Previamente se determinaron proteínas por técnica de Lowry para posteriormente  usar  muestras de 

homogenado con un volumen que contenia  �g de proteína, las cuales se resuspendieron  en 50  l 

de buffer de lisis celular enfriado. Se  incubaron las muestras en hielo por 10 minutos. 

 

Posteriormente se agregaron l del Buffer de reaccion 2X  (que contiene 10 mM DTT) a cada 

muestra.  Y se agregaron  5  l del substrato  1 mM IETD – AFC, para obtener una concentración final  

50  M.  Finalmente se dejó incubando a  37 °C  por dos  horas. 

 

A continuación se leyeron  las muestras en un fluorometro de lector de placas equipado con un filtro de 

excitación de 400 nm y un filtro de emisión de 505 – nm. 

 

Se determino la actividad restando las lecturas de una hora  a la de dos horas con una sensibilidad de 

95%. 
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IX. 6.  Análisis Estadístico.  

 

Los resultados de la actividad de la caspasa-8 de animales lesionados o no y sacrificados a diferentes 

tiempos (4, 24, 48 y 72 horas), fueron analizados con una prueba de homogeneidad de varianzas 

(prueba de Levene) para poder establecer el uso de  pruebas paramétricas o no paraméticas, como la 

prueba fue no significativa, los resultados de la actividad de la caspasa-8 fueron analizados con una 

ANOVA de una vía seguida de la prueba de Dunnett para comparar los grupos con lesión sacrificados a 

diferentes tiempos con respecto al grupo control. (laminectomía ) 

 

Una vez establecido el tiempo máximo de actividad de caspasa-8 despues de la lesión, (72 hrs) se 

analizarón los resultados de la actividad de dicha enzima en animales con LTME y tratados con DDS a 

3 y 5 hrs posteriores al daño utilizando una ANOVA de una vá seguida de la pueba de Dunnett., 

utilizando el paquete estadístico SPSS versión 17.0.  
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X. RESULTADOS 

 

En la figura 1 se muestran los resultados obtenidos de la actividad de la caspasa-8  durante la etapa 

aguda de la LTME, los cuales, están expresados como U.F./ gr de proteína por hora y son los valores 

promedio ± error estandar de la actividad fluorometerica de caspasa-8 de 5 animales por grupo. Donde 

observamos, un incremento en la actividad de la caspasa-8 en la médula espinal a las 4 y 24 horas 

posteriores a la lesión de  18.1% y 28.6% respectivamente vs grupo control, (laminectomia) estos 

resultados no fueron  estadísticamente  significativos. 

 

Por otro lado  a las  72 horas posteriores a la lesión, se encontro la maxima de actividad de caspasa-8, al  

observarse un incremento estadísticamente significativo (p<0.05)  del 68.8% con respecto al grupo solo 

sometido a laminectomia. 

 

Por lo tanto a las 72 hrs posteriores a la lesión  traumatica se determino la maxima actividad  de 

caspasa-8 en la médula espinal de ratas. 
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Figura 1. Grafica en la que se muestra los valores promedio de la Actividad de la caspasa -8 presente 
a diferentes tiempos después de la lesión, los resultados están dados en U.F. por gramo de proteina por 
hora, y son el valor promedio ± error estandar de 5 animales por grupo. Laminectomía: Animales solo 
con laminectomía y sin lesión, LTME: animales con lesión a nivel de la novena vértebra toráxica. 
ANOVA de una vía seguida de la prueba de Dunnett. *p<0.05. 
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En la figura 2,  se muestran los valores promedio de la actividad de la caspasa -8 durante la fase aguda 

de la LTME, de animales tratados o no con DDS administrada a  las 3 o 5 horas después del daño, los 

valores son el promedio ± error estandar de  la actividad fluorometrica de caspasa-8 de 5 animales por 

grupo y están expresados  en Unidades de fluorescencia por gramo de proteína por hora.  

 

Dentro de las 72 horas siguientes a la lesión, (tiempo de maxima actividad de caspasa-8 determinado en 

el ensayo previo), se encontró que  la  actividad de caspasa- 8 en los grupos con LTME, tratados con 

DDS a las 3 y 5 horas posteriores a la lesion presentarón un incremento de la actividad de caspasa- 8 de 

13.8% y 1.4% respectivamente  al ser comparados con el grupo con laminectomia (Resultados 

estadísticamente no significativos), mientras que en el grupo tratado solo con vehiculo de DDS i.p. se 

observó un incremento del 78% en la actividad de caspasa -8 comparado con las ratas que solo se 

sometieron al procedimiento de laminectomia, un incremento estadísticamente significativo, (p<0.05) 

evidenciando el posible efecto antiapoptotico de la DDS en la LTME. 
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Figura 2. Grafica en la que se muestra los valores promedio  ± error estandar de la Actividad de la 
caspasa -8 presente a las 72 horas después de la lesión de 5 animales por grupo, los resultados están 
dados en U.F. por gramo de proteina por hora. Laminectomía: Animales solo con laminectomía y sin 
lesión, LTME: animales con lesión a nivel de la novena vértebra toráxica, LTME/DDS 3h: animales 
con lesión a nivel de la novena vértebra toráxico tratados con una dosis de 12.5 mg/Kg. de peso por vía 
i.p. a las 3 horas de la lesión, LTME/DDS 5h: animales con lesión a nivel de la novena vértebra 
toráxico tratados con una dosis de 12.5 mg/Kg. de peso por vía i.p. a las 5 horas de la lesión  . ANOVA 
de una vía seguida de la prueba de Dunnett. *p<0.05. 
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XI. DISCUSIÓN 

 

En el presente trabajo se caracterizó, el curso temporal de la actividad de caspasa-8 en la etapa aguda de 

la LTME y pudimos observamos la máxima actividad de esta proteasa de Cisteína a las 72 horas, con 

un incremento  del 68.8% con respecto al grupo solo sometido a laminectomia. (p<0.05) Esto coincide 

con los hallazgos de Takagi y colaboradores quienes encontraron incrementos significativos en la 

actividad de la caspasa-8  en los días 3 y 8. (Takagi et al., 2003) 

 

Y podrían contrastar de modo indirecto con los resultados obtenidos por Knotblach y colaboradores, 

quienes en 2005 demostraron un incremento en la expresión de la caspasa-9 de  una a 72 hrs. 

posteriores a  LTME  en modelos experimentales; (Knoblatch et al., 2005) y un pico maximo de 

expresión de la caspasa -8  a las 24 hrs. despúes del daño, (Knoblatch et al., 2005) sin embargo esto se 

refiere a la expresión de dichas enzimas no a la actividad, por lo que sería interesante realizar estudios 

de expresión de estas caspasas. 

 

Estos hallazgos  sugieren que  el TNF-puede ser importante en la apoptosis generada posterior a 

LTME a través de la activación del receptor de muerte asociado a dominio/proteína de dominio 

asociada a receptor de  muerte TNF 1. (Ashkenazi et al., 1998; Takagi et al., 2003) Esto ha sido 

confirmado por la caracterización de la participación de  TNFposterior a LTME.  Además de que la 

microglía activada puede contribuir a la muerte celular por apoptosis de los oligodedrocitos  al  secretar 

citocinas como TNF- radicales libres y oxido nítrico. (Gehrman et al., 1995) Otros mediadores 

implicados en la muerte celular por apoptosis son los aminoácidos excitatorios, dado que,  los 

oligodendrocitos parecen ser altamente sensibles al Glutamato, a través de receptores AMPA/ Kainato y 

hay estudios en los que el bloqueo de la liberación del calcio intracelular mediado por aminoácidos 

excitatorios protege contra la muerte celular por necrosis, pero permite la respuesta hacia la muerte 

celular por apoptosis. (Michael S. Beattie et al., 2000) Alternativamente las células pueden iniciar el 

programa de apoptosis,  pero morir por necrosis por la falla energética debida a la disfunción 

mitocondrial. (Michael S. Beattie et al., 2000) También  se ha visto que el  Glutamato activa a la 

microglía, ya que en estas células  se ha detectado la expresión de ARNm  del receptor metabotropico 

de Glutamato mGlu5a   (Biber et al., 1999) que cuando se une a su ligando el neurotransmisor Glutamato 

estimula la producción de IP3, generando consiguientemente el incremento en las concentraciones de 

calcio citosolico,  lo que genera que esta libere mayores cantidades de Glutamato, citocinas 

inflamatorias, como  IL- 1β, IL-6 IFN- y TNF- lo cual se ha correlacionado con un daño mayor al 

tejido nervioso, particularmente  esta ultima citocina estimula de modo paracrino la liberación de 
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Glutamato al sobregular la Glutaminasa, al mismo tiempo, el TNF-promueve mayor 

neurodegeneración a través  de silenciar señales de supervivencia y activar la cascada apoptotica 

dependiente de señales promovidas por el ligando Fas.  (Takeuchi et al., 2006) Es decir, la respuesta 

inflamatoria de la LTME puede ser en parte mediada por la microglía, la cual induce la  apoptosis. De 

hecho,  hay estudios que demuestran que  la activación y la proliferación de la microglía pueden causar 

la liberación de CD95L y TNF, los cuales,  pueden  inducir muerte celular por apoptosis en la LTME,  

a través de la activación de CD95 y  el receptor 1 de TNF (TNFR1) respectivamente,  generando la 

activación de caspasas y la liberación de citocromo c. Aunado a esto, diversos estudios han demostrado 

que  la apoptosis y la activación de caspasas después de la LTME implican neurodegeneración y daño 

funcional. (Knoblatch et al., 2005) Dado  de que son  varios  los estímulos que  pueden activar la 

apoptosis  a través de la vía extrínseca. Como, el estrés intra y extracelular, generados por cambios en  

la  temperatura y osmolaridad,  el daño del  ADN, RL, remoción de nutrientes, oxigeno, factores de 

crecimiento, citocinas proinflamatorias (L.Portt et al.,  2010) y que la evidencia creciente, sugiere 

fuertemente la importancia de la activación de la cascada apoptotica prolongada en el mecanismo de la 

LTME, nosotros probamos el efecto inhibidor de la actividad de la caspasa-8 de la DDS, , ya que hay 

reportes en la literatura de la probable función neuroprotectora de dicho fármaco. 

 

 Nuestros resultados demostraron un incremento estadísticamente no significativo de la actividad de 

caspasa- 8 de 13.8% y 1.4% respectivamente  al ser comparados con el grupo con laminectomia en los 

animales tratados con DDS a 3 y 5 hrs. después del daño respectivamente, mientras que en el grupo 

tratado solo con vehiculo de DDS i.p. se observó un incremento del 78% en la actividad de caspasa -8 

comparado con las ratas que solo se sometieron al procedimiento de laminectomia, un incremento 

estadísticamente significativo, (p<0.05) evidenciando el posible efecto antiapoptotico de la DDS en la 

LTME.  

 

Los posibles efectos antiapoptoticos de la DDS podrían explicarse por sus  propiedades como 

antiinflamatorio, ya que este fármaco  actúa como un inhibidor irreversible de la mieloperoxidasa, al 

modificar el sitio activo de esta enzima. (S.M. Debol et al., 1997) Otros mecanismos por medio de los 

cuales la DDS tiene propiedades antiinflamatorias inherentes a su grupo sulfona  (Zhu et al., 2001) que 

reducen la generación de radicales libres neurotóxicos son: la interferencia con la migración 

quimiotáctica y la  supresión del reclutamiento de neutrofilos, (Harvath et al., 1986; S.M. Debol et al., 

1997) la inhibición  de la actividad de la peroxidasa de eosinófilos, (Bozeman et al., 1992) inhibición de 

la generación de los productores de 5- lipooxigenasa. (G.Wozel et al., 1995)  Entre los efectos 

neuroprotectores de la DDS son el antagonismo, contra las acciones desencadenadas por el Glutamato, 
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ya que, se le han atribuido propiedades contra la excitoxicidad, como el hecho de poder  actuar como el 

antiepiléptico estructuralmente similar,  a la Zonisamida, capaz de inactivar los canales de calcio 

sensibles a voltaje. (H.Minato et al., 1997; Y. Suzuki et al., 2003;)  Así  mismo,  se ha evidenciado que 

la DDS puede ajustar los niveles intracelulares de Calcio. (Suda et al., 2005) Lo que concuerda con el 

hecho de que debido a que la activación de NADPH oxidasa (NOX) genera anión súper oxido y que las 

isoformas de proteincinasa PKC dependientes de calcio están implicadas en su activación. (Inoguchi et 

al., 2003) Chun Cho y colaboradores evaluaron la actividad de PKC II que es fosforilada por el 

Paraquat, encontrando que la DDS suprime  la señalización de calcio inducida por Paraquat con la 

supresión subsiguiente del a activación de NOX4 y la reducción en la generación de EROS. (Sung 

Chun Cho et al., 2010) Por otro lado hay  modelos experimentales, que han valorado  la funcionalidad 

de la DDS como neuroprotector.  (M. Altagracia et al., 1994; Santamaría et al., 1997; Ríos et al., 2004) 

Ya que se ha visto el efecto de la DDS como antagonista en las convulsiones inducidas por un agonista 

de los receptores AMPA/Kainato, el acido Kainico. (Santamaría et al., 1997) 

 

La importancia del uso de la DDS como anti apoptotico puede ser en parte atribuido a su papel 

antioxidante y antiinflamatorio como inhibidora de la MPO (Bozeman et al., 1992) (Díaz –Ruíz et al., 

2011)  de la NADPH oxidasa tipo 4 NOX4  (Sung Chun Cho et al., 2010), y al atenuar  la 

excitoneurotoxicidad generada por los receptores AMPA/ Kainato (Santamaría et al.,  1997) ya que 

estas vías convergen en la exacerbación de la inflamación generando mas TNF-Retomando que la 

vía extrínseca es iniciada  por la unión  de receptores de muerte celular, pertenecientes de la 

superfamilia del receptor de TNF/ FNG. (Ashkenazi et al., 1998).    

 

Una vez formado el complejo trimerizado receptor/ proteína adaptadora (Conocido como complejo 

receptor muerte- inductor o DISC) el DED de la proteína adaptadora fija  pro caspasa -8 o -10,  (Boldin 

et al.,1996 ;  Muzio et al., 1996) la procaspasa  aparentemente se autoactiva  cuando múltiples 

zimógenos se agrupan en la superficie del receptor. (Muzio et al., 1998).  Por lo que el efecto de la DDS 

como antiapoptotico al bloquear la vía extrínseca, disminuyendo la actividad de la caspasa-8 podría por 

el bloqueo de  la perpetuación de la respuesta inflamatoria y la generación de radicales libres, así como, 

modulando las concentraciones intracelulares de calcio y los efectos excitotoxicos del Glutamato. 
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XII. CONCLUSIONES 

 

Durante la etapa aguda de la LTME en un modelo experimental en ratas el tiempo de maxima actividad 

de caspasa -8 fue a las 72 hrs. 

 

La administración de DDS dentro de las 3 a 5 hrs posteriores a la LTME disminuye  la actividad de 

caspasa- 8 durante la etapa aguda, tal ves al bloquear la via extrinseca de la apoptosis, probablemente 

por sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes,  antagonista del Glutamato y modulador de las 

corrientes de calcio. 
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