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RESUMEN 

La lesión en la médula espinal genera una serie de condiciones autodestructivas en el 

organismo, desde fallas en el sistema motriz hasta deficiencias a nivel sistémico. Un 

sistema que puede verse severamente afectado es el inmune. Una estrategia para estimular 

la regeneración del tejido neural es la manipulación del sistema inmune mediante la 

aplicación de péptidos neurales modificados, como es el caso de A91, que favorezcan la 

autorreactividad protectora y en consecuencia la regeneración del tejido lesionado, sin 

embargo, si el sistema inmune se ve afectado, este proceso autorreactivo protector pudiera 

no generarse. En este trabajo se evalúa la respuesta autorreactiva protectora en ratas con 

lesión de médula espinal en dos modelos (contusión y sección) y con dos intensidades 

(moderada y severa), y se observa que en las ratas con lesiones de intensidad moderada la 

respuesta autorreactiva protectora se desarrolló de manera satisfactoria. Además, se observó 

que el fenotipo de linfocitos T predominante fue el Th2 mismos que se caracterizaron por 

producir factores neurotróficos. En el caso de ratas con lesiones de intensidad severa no se 

desarrolló respuesta en contra del péptido A91. Finalmente se evaluaron las cantidades 

relativas de factores neurotróficos en el área de lesión de médulas espinales de ratas con 

lesión por contusión de intensidad moderada y por sección incompleta, observándose una 

mayor expresión en las ratas inmunizadas con A91, sobre las ratas del grupo testigo, y el 

crecimiento axonal en médulas de ratas con sección completa, sin que se observara 

diferencia estadística entre las ratas tratadas con A91 y las testigo. 



 
 

ABSTRACT 

Spinal cord injury generates a series of autodestructive conditions, from motriz system fails 

until systemic deficiencies. Immune system can be seriously affected. One strategy to favor 

regeneration after spinal cord injury is the immune system manipulation through the 

immunization with modificated neural peptides like A91, which generate protective 

autoimmunity and could be favor the regeneration of injured tissue. However, if immune 

system is affected, the protective autoimmunity probably could not be activated. In this 

work protective autoimmunity response was evaluated in rats with two models of spinal 

cord injury (contusion and transection) with two injury intensities (moderate and severe). 

The results showed that rats with spinal cord injury of moderate intensity developed a 

specific immune response against A91, satisfactory in phenotype and neurotrophic factors 

production, while the rats with spinal cord injury of severe intensity did not developed any 

response against A91. Finally, the amount of neurotropic factors was evaluated. Results 

showed a higher expression of neurotrophic factors in moderately contused or incompletely 

transected rats as compared to control ones. Axonal growth was also evaluated in 

completely transected rats. There was not a significant difference between treated and 

control rats. 
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ANTECEDENTES 

 

 Introducción 

 

La lesión traumática de la médula espinal (LTME) es una enfermedad ocasionada 

principalmente por accidentes automovilísticos (76%), caídas incluyendo accidentes 

deportivos (17%), y accidentes laborales (7%). (SVAT, 2008) 

Se observa mayormente en hombres que en mujeres en una relación 3:1; y el rango de edad 

más frecuente de presentación es entre los 15 y los 37 años. (Ávila-Castillo, 2004) 

La mortalidad a causa de las lesiones de médula espinal sigue siendo muy alta (10-18%) a 

pesar de los avances que se han observado en el tratamiento de este tipo de padecimiento. 

(SVAT, 2008) 

La distribución por niveles es 39% cervical (principalmente C4 a C6), 35% dorsal (T4 y 

T5), 10% dorso-lumbar  (T12-L1) y 16% lumbar. (SVAT, 2008) 

Se considera una enfermedad especialmente trágica debido a la repercusión física, mental y 

social que sufren el paciente y su familia, pues les es muy difícil aceptar su nueva situación, 

ocasionando desórdenes afectivos. Además que les es muy complicado reincorporarse a su 

actividad económica previa al traumatismo. (Paterniti, 2010) 
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Para los sistemas de salud también resulta una enfermedad muy cara económicamente 

hablando, pues los pacientes requieren de cuidados por parte de personal capacitado y 

equipos especiales para su atención y posterior rehabilitación. 

Los tratamientos para estos pacientes hasta antes de la Segunda Guerra Mundial estaban 

encaminados a la estabilización de la columna vertebral, sin considerar la lesión 

neurológica, afortunadamente la tendencia actual es ofrecer tratamientos que protejan el 

tejido que no resultó dañado con la lesión primaria, pero que por encontrarse adyacente a la 

lesión es susceptible a sufrir degeneración secundaria, además de establecer procedimientos 

terapéuticos que ofrezcan las condiciones necesarias para que el tejido lesionado pueda 

regenerarse. (González, 2006) 

En el presente trabajo se utiliza un péptido neural modificado conocido como A91 para 

favorecer un microambiente propicio para la recuperación después de una lesión en la 

médula espinal. El A91 ha demostrado tener características neuroprotectoras en animales 

con lesión traumática de médula espinal (Martiñón, 2007) favoreciendo la recuperación 

motora, la supervivencia de neuronas y la preservación de axones en la zona lesionada. En 

este estudio se pretende demostrar que la inmunización con el péptido neural modificado 

A91 puede mejorar la producción de neurotrofinas en la zona de lesión lo que 

probablemente favorecería la regeneración del tejido después de una lesión en la médula 

espinal. 
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 Anatomía y fisiología de la médula espinal. 

 

Anatomía: 

 

La médula espinal se localiza en el conducto raquídeo y en el adulto se extiende 

desde la primera vértebra cervical hasta cerca de la duodécima vértebra torácica. Tanto la 

columna vertebral como la médula espinal se encuentran divididas en segmentos: cervical, 

torácico, lumbar, sacro y coccígeo. Los nervios periféricos que inervan la mayor parte del 

cuerpo surgen de la médula espinal como 31 pares de nervios segmentarios. La información 

sensitiva transmitida por los axones aferentes en los nervios periféricos ingresa a la médula 

espinal a través de las raíces dorsales, las órdenes motoras transmitidas por los axones 

eferentes abandonan la médula espinal a través de las raíces ventrales. Una vez que las 

raíces se unen, los axones sensitivos y motores viajan juntos en los nervios espinales 

segmentarios (salvo algunas excepciones). (Purves, 2003) 

La región cervical de la médula espinal da origen a ocho nervios cervicales (C1 a 

C8), la torácica a 12 nervios torácicos (T1-T12), la lumbar a cinco nervios lumbares (L1-

L5), la sacra a cinco nervios sacros (S1-S5) y la coccígea a un nervio coccígeo. (López-

Antunes, 1980) 
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Los nervios segmetarios abandonan la columna vertebral a través de los agujeros 

intervertebrales que se ubican adyacentes al cuerpo de la vértebra y se numeran de la 

misma manera. Dado que la médula es considerablemente más corta que la columna 

vertebral, los nervios lumbares y sacros recorren cierta distancia en el conducto raquídeo 

antes de salir, formando una colección de raíces nerviosas conocida como la cola de 

caballo. (López-Antunes, 1980) 

La médula espinal presenta dos ensanchamientos donde se acomodan la mayor 

cantidad de células y conexiones nerviosas necesarias para procesar la información 

relacionada con las extremidades superiores e inferiores. El ensanchamiento más craneal es 

el llamado ensanchamiento cervical y abarca desde C5 hasta T1; el ensanchamiento más 

caudal es el ensanchamiento lumbar que incluye los segmentos L2 a S3. (Ryan, 2005) 

Si se hace un corte transversal de la médula espinal se puede observar que está 

formada por la sustancia blanca rodeando a la sustancia gris. Las vías de la sustancia blanca 

se encuentran subdivididas en los cordones dorsales, laterales y ventrales, cada uno de los 

cuales se encuentra formado por haces de axones con funciones específicas. Los cordones 

laterales incluyen los axones que viajan desde la corteza cerebral para hacer contacto con 

las neuronas motoras espinales, formando así la principal extensión caudal de las pirámides 

bulbares. Los cordones dorsales transmiten información sensitiva ascendente desde los 

mecanorreceptores somáticos mientras que los cordones ventrales y ventrolaterales 

transmiten tanto información termoalgésica ascendente como información motora 

descendente. La sustancia gris de la médula espinal está dividida en las “astas” dorsales y 

ventrales. Las neuronas del asta dorsal reciben información sensitiva que ingresa a la 

médula espinal a través de las raíces dorsales de los nervios espinales. Las astas ventrales 
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contienen los cuerpos celulares de las neuronas motoras que envían axones a través de las 

raíces ventrales para terminar sobre los músculos estriados. Por lo tanto, una regla general 

de la organización de la médula espinal es que las neuronas que procesan la información 

sensitiva se localizan dorsalmente, mientras que las neuronas motoras somáticas se 

localizan centralmente. Las neuronas preganglionares del sistema nervioso autónomo se 

localizan en una zona intermedia entre las astas dorsales y ventrales. (Lesson y Lesson, 

1990) 

La médula espinal se encuentra recubierta por tres capas meníngeas (piamadre, 

aracnoides y duramadre) al igual que el encéfalo. Las tres capas se extienden a lo largo de 

las raíces nerviosas hasta los agujeros de conjunción. 

La piamadre es la más próxima a la superficie medular y penetra en el surco anterior 

y posterior de la misma, tal como ocurre en la superficie del encéfalo. La piamadre está 

engrosada lateralmente entre las raíces nerviosas, originando un ligamento dentado, 

denominado así por las proyecciones dentadas que presenta y que se insertan en la 

duramadre de manera intercalada. Inferiormente la piamadre se engrosa por la presencia de 

cierta cantidad de tejido de la neuroglía, constituyendo el filum terminale. 

La aracnoides recubre la piamadre y origina un tabique intermedio posterior 

incompleto. El espacio subaracnoideo, que contiene el líquido cefalorraquídeo, se encuentra 

entre la aracnoides y la piamadre. Este espacio se extiende a lo largo de las raíces nerviosas 

hasta los agujeros de conjunción. El espacio subdural es un espacio virtual situado entre las 

aracnoides y la duramadre y solo contiene un líquido lubricante seroso. 

La duramadre es una vaina laxa que envuelve la médula y corresponde a la capa 

interna de la duramadre craneal. La capa externa del periostio corresponde al periostio de 
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los cuerpos vertebrales, con un espacio extradural (o epidural) situado entre ambas capas. 

El espacio epidural contiene tejido areolar laxo, tejido adiposo y un plexo venoso. Se 

extiende lateralmente una corta distancia, acompañando a los nervios espinales desde los 

agujeros de conjunción. El saco dural o tecal se extiende inferiormente hasta las vértebras 

S2. Por debajo de este nivel la aracnoides y duramadre se fusionan con la piamadre en el 

filum terminale. (Ryan, 2005) 

El encéfalo se encuentra irrigado desde dos orígenes: las arterias carótidas internas, 

las cuales nacen en el punto del cuello donde las arterias carótidas comunes se bifurcan y 

forman las arterias vertebrales. Las arterias vertebrales derecha e izquierda se unen a nivel 

de la protuberancia sobre la superficie ventral del tronco encefálico para formar la arteria 

basilar en la línea media, la cual a su vez se une a la irrigación proveniente de las carótidas 

internas en un anillo arterial en la base del encéfalo denominado polígono de Willis. Las 

arterias cerebrales posteriores nacen en esta confluencia. La unión de dos fuentes 

importantes en esta anastomosis arterial mejora las posibilidades de que cualquier región 

del encéfalo siga recibiendo sangre en el caso de que se ocluya una de las arterias mayores. 

(Sinescu, 2010) 

El suministro de sangre arterial a la médula espinal es provisto por las arterias 

espinales anterior y posterior, las ramas descendentes de las arterias vertebrales y por las 

arterias radiculares anterior y posterior, surgiendo de los vasos segmentales. (Sinescu, 

2010) 

La arteria espinal anterior tiene una trayectoria descendente, y está localizada en un 

doble “pial” a lo largo de la fisura media anterior y suministra sangre a dos tercios de la 
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médula. Las arterias espinales posteriores están localizadas por detrás de la raíz dorsal de 

los nervios espinales, ellas proveen sangre a un tercio de la médula espinal. (Ryan, 2005) 

Las arterias radiculares son ramas de los vasos segmentarios (arterias cervical 

ascendente, cervical profundo, intercostales, lumbares y sacras) que entran en el canal 

vertebral pasando a través de los forámenes intervertebrales y dan paso a las ramas 

radiculares anterior y posterior y a la rama meníngea. Las arterias radiculares segmentarias 

proveen sangre a las raíces nerviosas y a la médula. La arteria de Adamkiewicz es la fuente 

principal de irrigación desde T8 hasta el cono medular. Usualmente se origina entre T9 y 

L2, en 85% de los casos, y entre T5 y T8 en el otro 15%. La anastomosis de las arterias 

radiculares anterior y posterior con las arterias espinales anterior y posterior forma el plexo 

vasocorona. (Ryan, 2005) 

Las arterias centrales, que se originan de la arteria espinal anterior, de las arterias 

espinales posteriores y del plexo vasocorona, representan las arterias intrínsecas. La mayor 

densidad de arterias centrales se encuentra en la región cervical, de 8 a 13 arterias por 

centímetro mientras que en la región toracolumbar solo se encuentran de 2 a 3 arterias por 

centímetro (en humanos). (Ryan, 2005) 

El drenaje venoso se lleva a cabo a través de una red formada a nivel pial, aquí se 

recolecta la sangre a través de seis canales venosos localizados a lo largo de la fisura 

anterior media, el sulcus posterior medio y entre las raíces de los nervios espinales 

(Sinescu, 2010). Y se drena en un plexo venoso anterior y posterior a la médula, que a su 

vez drena a lo largo de las raíces nerviosas en las venas segmentarias. Los plexos se 

comunican con las venas del bulbo, en el agujero magno, las venas vertebrales a nivel 

cervical, las venas ácigos torácicas y las venas lumbares de la región lumbar (Ryan, 2005).  
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Fisiología: 

 

La médula espinal tiene la finalidad de transmitir los impulsos nerviosos que vienen 

de todo el organismo hasta el encéfalo para su interpretación y respuesta. 

Cuando un impulso viaja a lo largo de un axón mielinizado, de un nódulo de 

Ranvier a otro, la transmisión característica es eléctrica de tipo saltatorio. Cuando el 

impulso es transmitido de neurona a neurona a través de una sinapsis, la transmisión típica 

es química. 

Las señales nerviosas son transmitidas por potenciales de acción, que son cambios 

rápidos en el potencial de membrana. Cada potencial de acción comienza con un cambio 

brusco del potencial negativo de reposo normal a un potencial de membrana positivo; luego 

termina con un cambio casi igualmente rápido, de nuevo hacia el potencial negativo. Para 

conducir una señal nerviosa el potencial de acción se mueve a lo largo de la fibra hasta que 

llega al extremo de ésta. 

Las etapas sucesivas del potencial de acción son las siguientes: 

Periodo de reposo. Es el potencial de membrana en reposo antes de que se 

produzca el potencial. Durante este periodo se dice que la membrana está “polarizada” por 

un potencial de membrana muy intenso presente. 

Periodo de despolarización. En este momento en forma brusca la membrana se 

torna muy permeable a los iones de sodio (Na+), lo que permite que enormes cantidades de 
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estos fluyan hacia el interior del axón. Se pierde el estado de “polarizado” normal de -90 

mV y el potencial se eleva rápido en dirección positiva. Esto se denomina despolarización. 

En las fibras nerviosas grandes, el potencial de membrana realmente “se excede” más allá 

del nivel cero y se torna ligeramente positivo. Pero en algunas fibras más pequeñas, así 

como en muchas neuronas del sistema nervioso central, el potencial simplemente se 

aproxima a nivel cero y no se excede hacia el estado positivo.  

Periodo de repolarización. En algunas diezmilésimas de segundo después de que la 

membrana se tornó sumamente permeable a los iones de Na+, los canales de Na+ comienzan 

a abrirse más de lo normal. Luego, la rápida difusión de los iones potasio (K+) hacia el 

exterior restablece el potencial de membrana en reposo negativo normal. Esto se denomina 

repolarización de la membrana. (Guyton, 1997) 

Las sinapsis eléctricas se encuentran en todo el sistema nervioso central, incluido el 

encéfalo. En la estructura generalizada de todas las sinapsis eléctricas, las membranas de 

dos neuronas comunicantes están extraordinariamente cercanas entre sí y conectadas por un 

tipo de contacto intercelular denominado unión en hendidura. Las uniones en hendidura 

contienen canales apareados y alineados con precisión en la membrana de cada neurona, de 

modo que cada par de canales forma un poro. El poro del canal de una unión en hendidura 

es mucho más grande que los poros de los canales iónicos regulados por voltaje. En 

consecuencia, distintas sustancias pueden difundir simplemente entre el citoplasma de las 

neuronas presinápticas y postsinápticas. Las sustancias que pueden ser intercambiadas a 

través de las uniones en hendidura incluyen los iones, así como moléculas mucho más 

grandes con pesos moleculares de hasta varios cientos de daltones, incluyendo al adenosil 

trifosfato (ATP) y otros metabolitos intracelulares como los segundos mensajeros, lo que le 
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da a la sinapsis eléctrica la facultad de regular el señalamiento intracelular y el metabolismo 

de las neuronas acopladas. 

Las sinapsis eléctricas funcionan permitiendo que la corriente eléctrica fluya 

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

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

potencial de acción. La neurona que se encuentra “corriente arriba” es la fuente de corriente 

y se denomina presináptica, la neurona que se encuentra “corriente abajo” se llama 

postsináptica. Esta disposición permite que la comunicación sea bidireccional, dependiendo 

de la neurona que sufra la despolarización de membrana.  

Las sinapsis eléctricas son extraordinariamente rápidas dado que el flujo pasivo de 

la corriente a través de la unión en hendidura es casi instantáneo, por lo que la 

comunicación se desarrolla rápidamente. 

En las sinapsis químicas la separación entre neuronas es notablemente mayor a la 

separación entre neuronas de las sinapsis eléctricas, y la unión se denomina hendidura 

sináptica. La característica clave de las sinapsis químicas es la presencia de unos organelos 

llamados vesículas sinápticas que se encuentran en el interior de la terminación 

presináptica. Estas vesículas son esféricas y contienen a los neurotransmisores, sustancias 

químicas que funcionan como mensajeros entre las neuronas presinápticas y postsinápticas 

(Purves, 2003). Existen diversos neurotransmisores entre ellos podemos mencionar a las 

catecolaminas, serotonina, histamina, glutamato, GABA, glicina, los sistemas purinérgicos 

y los neuropéptidos pero el neurotransmisor más estudiado es la acetilcolina (Siegel, 2006). 

La transmisión en las sinapsis químicas se inicia cuando un potencial de acción 

invade la terminación nerviosa de la neurona presináptica. El cambio en el potencial de 
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membrana asociado con la llegada del potencial de acción produce la apertura de los 

canales de calcio regulados por voltaje en la membrana presináptica. Debido al acentuado 

gradiente de concentración de Ca2+ a través de la membrana presináptica (la concentración 

externa de Ca2+ es aproximadamente 10-3 M mientras que la concentración interna es de 

alrededor de 10-7 M), la apertura de estos canales produce un influjo rápido de Ca2+ en la 

terminación presináptica. El influjo de Ca2+ hace que la concentración citoplasmática en la 

terminación se eleve desde su nivel normalmente bajo hasta un valor mucho más alto. La 

elevación de la concentración presináptica de Ca2+ permite que las vesículas presinápticas 

se fusionen con la membrana citoplasmática de la neurona presináptica, dado que este 

proceso es Ca2+ dependiente. La unión de las vesículas hace que su contenido (los 

neurotransmisores) se libere en la hendidura sináptica. Luego de esta exocitosis, los 

transmisores difunden en toda la hendidura sináptica y se unen a sus receptores en la 

membrana de la neurona postsináptica. Con la fijación del neurotransmisor a su receptor 

específico se abren los canales de la membrana postsináptica. El flujo de corriente 

resultante inducido por el neurotransmisor altera el potencial de membrana de la neurona 

postsináptica, aumentando o disminuyendo la probabilidad de que la neurona dispare un 

potencial de acción. 
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 Fisiopatología de la lesión traumática de la médula 

espinal. 

 

 

Cuando sucede una lesión traumática de la médula espinal, el traumatismo como tal 

se conoce como lesión primaria, esta lesión primaria genera una serie de mecanismos 

autodestructivos en el tejido adyacente conocidos en conjunto como lesión secundaria. La 

lesión secundaria continúa su desarrollo desde los primeros segundos hasta años después de 

la lesión (Schwab, 1996), para su estudio se ha dividido en fase aguda, fase de pérdida 

secundaria de tejido y fase crónica (Hulsebosh, 2002; Tator, 1995). Durante la fase aguda, 

que comienza con el traumatismo y se prolonga durante varios días, se induce daño al tejido 

neural directamente por el traumatismo, el impacto produce hemorragia, lo que genera que 

el flujo sanguíneo al tejido disminuya y se desarrolle necrosis (Sandler, Tator, 1976; 

Kobrine, 1975). La necrosis se genera en forma centrífuga con desarrollo tanto craneal 

como caudal, se ha observado que se puede extender una distancia de hasta dos vértebras 

del sitio de lesión pero puede ser reversible durante las primeras ocho horas después de la 

lesión (Ropper, 2001). El tejido infartado propaga la necrosis a otras células del sistema 

nervioso central (SNC) a través de varios mecanismos. El daño ocasionado por la lesión 

primaria sobre vénulas, arteriolas y capilares limita el flujo de sangre hacia el tejido espinal 
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(Young, 2002). Inmediatamente después de esto, el infarto se intensifica por mecanismos 

de daño secundario como son vasoespasmos (Koyanagi, 1993), trombosis (De la Torre, 

1981) y choque neurogénico que causa taquicardia, hipotensión, disminución de la 

resistencia periférica y del rendimiento cardiaco (Guha y Tator, 1988), y que puede 

producir la muerte de animales de experimentación en cuestión de horas a días y de seres 

humanos en unas pocas semanas. A nivel celular se manifiesta una pérdida de la glucólisis 

y de la fosforilación oxidativa (Bach y Rita, 1993). Esto produce un déficit energético 

celular, lo que causa necrosis por la depleción del adenosin trifosfato (ATP). Esta depleción 

de ATP desencadena una serie de mecanismos necróticos, que incluyen la pérdida de la 

permeabilidad de la membrana celular, descarga del contenido de los lisosomas y 

activación de enzimas calcio-dependientes autodestructivas, que incluyen proteasas, 

fosfolipasas, ATPasas y endonucleasas que degradan la membrana citoplasmática y 

componentes del núcleo celular y citoesqueleto (Cotran, 1999; Tator 1995). 

Minutos a horas después de la lesión (fase de pérdida secundaria del tejido) se 

genera una serie de alteraciones bioquímicas como son la lipoperoxidación y la 

acumulación de neurotransmisores en la zona de lesión y sus alrededores (Schnell, 1999). 

Durante la isquemia, la enzima xantina deshidrogenasa dentro de las células endoteliales, 

sufre una proteólisis limitada que da como resultado la modificación de la enzima a xantina 

oxidasa, la que, al contrario de su forma original, transfiere electrones a la molécula de 

oxígeno, lo que genera que las células endoteliales, al ser reexpuestas al oxígeno durante la 

reperfusión sanguínea, generen una reacción enzimática que dará por resultado la liberación 

de especies reactivas de oxígeno (ROS del inglés reactive oxigen species) (Cotran, 1999; 

Guth, 1999). Estas ROS, junto con las generadas por los neutrófilos (Carlson, 1998) y las 
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células necróticas (Tator, 1995) son un potente estímulo para la muerte celular. Las ROS 

pueden inducir daño al SNC por oxidación de lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. En las 

membranas tanto plasmáticas como las de los organelos, los radicales libres causan 

peroxidación de sus lípidos porque atacan las dobles ligaduras de sus ácidos grasos 

insaturados: los efectos deletéreos se consideran debidos a los radicales libres (ROO•, RO•, 

OH•) producidos durante la formación de peróxidos a partir de los ácidos grasos con 

enlaces dobles interrumpidos por metileno, como son los ácidos grasos poliinsaturados 

naturales. La lipoperoxidación es una reacción en cadena, la cual proporciona un suministro 

continuo de radicales libres, los que inician la lipoperoxidación subsiguiente. El proceso en 

su conjunto puede representarse de la siguiente manera: 

 Inicio: 

 ROOH + metal (n)+ → ROO•+ metal (n-1)+ + H• 

X• + RH →  R• + XH 

 Propagación: 

R• + O2 → ROO• 

ROO• + RH → ROOH + R•, etc 

 Terminación: 

ROO• + ROO → ROOR + O2 

ROO• + R• → ROOR 

R• + R• → RR 

La lipoperoxidación es una reacción en cadena con efectos potencialmente 

devastadores (Murray, 2001).  
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La modificación de proteínas es otro mecanismo de muerte celular ocasionado por 

radicales libres. Esto crea estragos dentro de las células por la oxidación de las cadenas de 

aminoácidos, causando fragmentación de proteínas por oxidación del esqueleto o formando 

uniones cruzadas entre proteínas. Finalmente las ROS pueden actuar tanto sobre el DNA 

nuclear como sobre el mitocondrial ocasionando la separación de sus cadenas (Cotran, 

1999). 

La liberación excesiva de neurotransmisores causa excitotoxicidad. Se observa un 

incremento continuo en las concentraciones de glutamato, esto debido a la 

autoamplificación de circuitos glutamatérgicos. Estos circuitos funcionan debido al 

reciclaje del glutamato, exocitosis de vesículas sinápticas calcio-dependientes y la descarga 

del glutamato intracelular como resultado de la lisis celular (Panter, 1990). Esta abundancia 

de glutamato, especialmente en un ambiente hipóxico, (Choi, 1996), sobre estimula sus 

receptores ionotrópicos, N-metil-D-aspartato (NMDA), α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropiónico (AMPA) y kainato, desencadenando la muerte celular por 

excitotoxicidad (Doble, 1999). 

Inicialmente el glutamato se une a sus receptores y causa despolarización. Esto 

activa canales de sodio voltaje-dependientes, ocasionando una extensa despolarización y un 

marcado incremento en la concentración de sodio intracelular. La cronicidad de esta 

respuesta llevará a la liberación de los receptores NMDA de su bloqueo por magnesio, 

dejándolos disponibles para su activación por glutamato, incrementándose el sodio 

intracelular. Este desbalance intracelular de iones, ocasionado por el flujo de sodio es 

corregido por un flujo de iones de cloruro. Además, este intento por restablecer el balance 

osmótico de la célula lleva un flujo de agua hacia el espacio intracelular ocasionando lisis 
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(Doble, 1999). De manera alterna, la excitotoxicidad puede matar a las células neuronales 

por mecanismos calcio-dependientes. Lo que significa que la despolarización crónica lleva 

consigo un flujo de calcio intracelular vía canales calcio dependientes y la apertura de 

canales de los receptores NMDA, este flujo se ve incrementado por la movilización del 

calcio de sus reservorios intracelulares y la operación inversa de intercambio de sodio-

calcio de la membrana, como consecuencia se iniciará la activación de enzimas 

autodestructivas calcio-dependientes (Doble, 1999). 

La muerte celular por excitotoxicidad también se observa en la glía, siendo los 

oligodendrocitos las células más susceptibles (McDonald, 1998), como estas células no 

poseen receptores NMDA, la excitotoxicidad de que son objeto se realiza vía receptores 

AMPA y kainato, receptores que en los oligodendrocitos son más permeables al calcio que 

en las neuronas, lo que produce una desestabilización de sus organelos más acelerada 

(Puchalski, 1994), aunado a que estas células poseen sistemas de amortiguación del calcio 

menos eficientes, lo que genera la muerte celular de una manera más precipitada (Mattson, 

1991; Matute, 2001).  

De horas a días tras la lesión se genera la reacción celular mediada por un 

incremento de macrófagos, neutrófilos, linfocitos T y microglía reactiva generando un 

proceso inflamatorio exacerbado y la generación de apoptosis en las células adyacentes a la 

lesión (Bethea, 2002). 

La apoptosis se puede encontrar en dos fases: la fase temprana es acompañada por 

necrosis causando la degeneración de múltiples tipos de células, y la fase tardía que se 

encuentra casi exclusivamente en la materia blanca e involucra a los oligodendrocitos y la 

microglía (Beattie, 2000). La apoptosis inicialmente ocurre 6 horas después de la lesión 
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primaria en el centro de la misma y se mantiene por varios días, después de esto el número 

de células apoptóticas en esta región aumenta firmemente. Sin embargo, en una semana la 

cuenta de células apoptóticas disminuye en el sitio primario de lesión, pero se incrementa la 

muerte celular por apoptosis en lugares lejanos a este punto (Crowe, 1997). Bajo ciertas 

condiciones, como la isquemia y la excitotoxicidad, la apoptosis puede incrementarse como 

el paso de muerte celular emergente al mismo tiempo que la necrosis está ocurriendo como 

el proceso degenerativo predominante después de la lesión a la médula espinal (Zipfel, 

2000). 

Durante las semanas siguientes (fase crónica) continúan disturbios en la 

organización de las fibras como la fragmentación axonal, desmielinización, degeneración 

Waleriana, apoptosis de oligodendrocitos y la formación de una cicatriz glial. (Taoka, 

1998). En los primeros 15 minutos tras la lesión el tejido periaxonal se hincha empujando 

las láminas de mielina. En este punto del tiempo sólo se observa daño de la mielina, pero a 

las veinticuatro horas el contenido axonal puede ser observado en el espacio extracelular. El 

axoplasma neuronal sufre una transición; primero se observa una apariencia granular con 

desarreglo de los neurofilamentos y en muchos axones se encuentra abundancia de 

organelos intracelulares inusuales en esta área. Conforme el tiempo progresa, otros efectos 

patogénicos dañan a los axones, por ejemplo, la extensa desmielinización y el aborto de 

conos de crecimiento se incrementan considerablemente, para las veinticuatro horas todos 

los axones mayores de 40 μm han sido alcanzados por estas condiciones patológicas 

(Anthes, 1995). 
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Estos cambios en los axones son finalmente acompañados por degeneración 

Waleriana, que en roedores se encuentra durante varios meses, y en humanos durante años 

(David, 2002). 
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 Regeneración del tejido en el sistema nervioso central  

 

La regeneración en el sistema nervioso central es un proceso comúnmente frustrado 

por diversos mecanismos. Este proceso ha sido observado desde los estudios de Santiago 

Ramón y Cajal (1914) quien vio que en lesiones de médula espinal se presentaba un 

crecimiento del tejido, pero pasadas dos semanas este crecimiento había sido abortado. 

Actualmente se sabe que esta limitación en la regeneración del tejido neural está dada por 

diversas moléculas inhibitorias del crecimiento neural asociadas a las células de la glía, la 

mielina y la matriz extracelular creando así un ambiente inapropiado (Schmidt, 2003). Las 

células de la microglía reactivas, así como los astrocitos y los oligodendrocitos reactivos 

constituyen lo que se conoce como gliosis. La gliosis impide la regeneración del tejido 

dañado por tres condiciones a) interfiere con la función de los circuitos neuronales 

residuales, promueve la formación de especies reactivas de oxígeno y estimula la 

exocitosis, b) evita la remielinización y c) forma una cicatriz fibroglial que evita la 

reconexión axonal (Ye, 2004). 

La cicatriz fibroglial y el microambiente aledaño, están provistos de moléculas que 

son potentes generadores de colapso de conos de crecimiento. Estas moléculas sirven para 

darle rigidez a la cicatriz además de actuar como una barrera mecánica y molecular para el 

crecimiento axonal y se dividen en dos categorías: a) moléculas inhibidoras asociadas a la 

mielina y b) moléculas sintetizadas por componentes celulares de la cicatriz fibroglial, las 
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cuales pueden subdividirse a su vez en moléculas inhibitorias del crecimiento de las 

neuritas y en moléculas inhibitorias del crecimiento axonal. (Fawcett and Asher, 1999; 

Morgenstern, 2002) 

Las moléculas inhibitorias asociadas a la mielina más estudiadas son las proteínas 

NogoA, OMgp y MAG, pero también podemos encontrar proteínas inhibitorias del 

crecimiento axonal como semaforinas y netrinas. Las proteínas NogoA, OMgp y MAG son 

producidas por oligodendrocitos y actúan inhibiendo el crecimiento axonal por mecanismos 

que no han sido bien definidos. (Cafferty, 2010) 

Entre las moléculas inhibidoras del crecimiento de las neuritas se puede mencionar 

a los proteoglicanos, que son moléculas formadas por unidades de disacáridos con 

glicosaminoglicanos ácidos en su porción terminal y que están conectados por medio de 

aminoácidos específicos o por centros proteicos. Los proteoglicanos coindritín sulfato 

(NG2, neurocano, versicano, brevicano y fosfocano) son los principales representantes de 

este grupo y se sugiere que inhiben el crecimiento de las neuritas, al atrapar a las moléculas 

promotoras del crecimiento y previniendo así su interacción con su integrina receptora en el 

cono de crecimiento (Burg, 1996; Morgenstern, 2002; Jessell and Sanes, 2002). Estudios 

realizados por Bradbury et al. (2002) demostraron que administrando una molécula 

inhibidora de estos proteoglicanos se promueve la regeneración axonal.  

Entre las moléculas inhibitorias del crecimiento axonal podemos mencionar a un 

grupo de glucoproteínas denominadas tenascinas (tenascina-C, tenascina-R y tenascina-X), 

(Fawcett and Asher, 1999). Las tenacinas son glucoproteínas de  la matriz extracelular 

altamente conservadas filogenéticamente (Geffroti, 1995) que participan en diversos 

sistemas del organismo, por ejemplo se ha observado que en infartos cardíacos se sobre 
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expresa la glucoproteína tenascina-C, esta glucoproteína influye sobre la forma celular 

después de un infarto y se ha visto que su expresión aumenta durante procesos 

inflamatorios y aunque su presencia puede ser benéfica en casos de infarto al miocardio o 

aneurisma aórtico abdominal (Celik, 2011), este efecto no se ha demostrado en SNC, 

específicamente, en lesión de médula espinal se ha visto que impide la regeneración 

funcional del tejido (Schweitzer, 2005).  

Tenascina-R es otra glucoproteína de la matriz extracelular, esta es expresada por 

oligodendrocitos y subpoblaciones de neuronas en el SNC adulto de vertebrados, se 

acumula alrededor de los nódulos de Ranvier y espacios perineuronales rodeando 

motoneuronas y subpoblaciones de interneuronas, en los axones mielinizados del SNC 

actúa como modulador funcional de la subunidad β de los canales de sodio voltaje-

dependientes, pero inhibe el crecimiento y plasticidad de axones después de una lesión en 

la médula espinal (Apostolova, 2006). 

Finalmente tenascina-X está más relacionado con la fisiología de nervios periféricos  

que con SNC en adultos. (Geffrotin, 1995) 

La intensa respuesta inflamatoria observada después de una LME contribuye 

también en forma importante a limitar la regeneración del SNC, pues se sabe que la 

degeneración Waleriana es un proceso atribuido principalmente a la producción de 

citocinas que son los mediadores moleculares de la inflamación. Entre las citocinas más 

involucradas podemos mencionar a TNF-α (factor de necrosis tumoral alfa), IL1-α 

(interleucina uno alfa) e IL1-β que son producidas por la microglía y que promueven a su 

vez la migración de macrófagos sanguíneos, los cuales migrarán hacia la zona lesionada, 
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produciendo a su vez más TNF-α, IL1-α e IL1-β, incrementando con ello la respuesta 

inmune (Shamash, 2002).  

Como podemos observar, la regeneración del tejido en el SNC está siendo limitada 

por diferentes factores mismos que de alguna forma podrían ser neutralizados para 

promover un microambiente favorable para la regeneración, una vez que el tejido adyacente 

a la lesión ha sido protegido. 
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 Estrategias para regenerar el tejido lesionado en el SNC 

 

Actualmente el estándar terapéutico después de una lesión traumática en la médula 

espinal es la administración sistémica del glucocorticoide sintético metilprednisolona. Esta 

terapia está basada en estudios donde se reporta que mejora la recuperación de animales de 

experimentación y humanos (Rabchevsky, 2002). Su mecanismo de acción no está bien 

determinado, pero principalmente reduce la producción de citocinas proinflamatorias (Xu, 

1998) y la lipoperoxidación (LP) (Díaz-Ruiz, 2000; Limbourg, 2002); Es importante 

mencionar a la metilprednisolona debido a que en la práctica clínica es muy utilizada, no 

solo en el tratamiento de la lesión de médula espinal, si no en diversos padecimientos de la 

materia blanca como esclerosis múltiple y encefalitis aguda diseminada. Metilprednisolona 

es un glucocorticoide sintético con potentes propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. 

(Lee JM, 2008) que en diversos estudios ha demostrado ofrecer neuroprotección al tejido 

neural después de una lesión en la médula espinal (Xu, 1998; Rabchevsky, 2002; Li, 2003; 

Kim, 2004; Lee, 2005;) aunque recientemente se ha descubierto que la protección está más 

dirigida a los oligodendrocitos que a las neuronas (Lee, 2008).  

La metilprednisolona se encuentra como una opción para el tratamiento de la lesión 

de médula espinal aguda a dosis muy altas (30 mg por kilogramo de peso dentro de las 

primeras 8 horas después de la lesión seguido por una infusión de 5.4 mg por kg de peso 

cada 45 minutos durante las siguientes 23 horas) (Hugenholtz, 2002). 
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Es importante enfatizar los efectos tóxicos a nivel sistémico que los 

glucocorticoides aplicados en dosis masivas suelen producir, por ejemplo hipertensión, 

incremento en la susceptibilidad a infecciones, alteraciones conductuales y retraso en la 

cicatrización, entre otros efectos secundarios indeseables, (Goodman, 1990); además, se 

sabe que puede exacerbar la necrosis neuronal posisquémica e inhibir el crecimiento axonal 

(Bracken, 1993), lo que nos obliga a continuar buscando tratamientos. 

Las estrategias que se han utilizado para proporcionar condiciones favorables al 

tejido neural para que puedan llevarse a cabo procesos de regeneración son muy diversas y 

con resultados muy variables. 

Entre estos tratamientos el uso de trasplantes de células y tejidos a la zona de la 

lesión es una estrategia utilizada tanto experimentalmente como en la práctica clínica, por 

lo que tiene una especial importancia. Por ejemplo, el uso de células modificadas 

genéticamente como es el caso de fibroblastos productores de factor neurotrófico derivado 

del cerebro (BDNF del inglés brain derived neurotrophic factor) que generaron 

recuperación funcional del tejido después de la lesión en ratas adultas. (Murray, 2002). 

El trasplante de células no modificadas genéticamente también ha sido utilizado, 

como por ejemplo las células de la pulpa dental humana que tienen la capacidad de 

expresar factores neurotróficos y marcadores embrionarios además de ser de fácil 

obtención, recientemente fueron empleadas en un estudio realizado por Almeida y col. 

(2011) en ratones con lesión de médula espinal por compresión y observaron mayor 

preservación de la materia blanca, mayor expresión de factores neurotróficos en el sitio de 

lesión así como tejido mejor organizado en comparación con los ratones testigo. 
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El trasplante de nervio periférico a la médula espinal para reconstruir el área dañada 

es otra estrategia y cuando se utiliza en combinación con el trasplante de células madre, 

conocidas como stem cells, en el sitio de lesión, principalmente de stem cells embrionarias 

que remielinizen los axones afectados se obtienen mejores resultados. (Myckatyn, 

Mackinnon; McDonald, 2004) 

Las stem cells son muy estudiadas pues ofrecen la posibilidad de diferenciarse a casi 

cualquier célula, aunque tienen la desventaja de ser muy lábiles y necesitar de factores 

específicos para su diferenciación hacia la estirpe celular necesarias en el sitio de lesión, 

por ello es común encontrar trabajos en que se usan stem cells en combinación con alguna 

sustancia que ayude en este proceso de diferenciación. 

Zhang y colaboradores (2010) aplicaron stem cells mesenquimales tratadas con 

trans-ácido retinoico y modificadas genéticamente para sobreexpresar neurotrofina 3 en 

ratas con la médula espinal seccionada y descubrieron que este tratamiento a las stem cells 

favoreció la diferenciación neuronal, lo que influyó en una mejor recuperación motora, 

menor tamaño de la zona de lesión, regeneración axonal limpia y más supervivencia de 

neuronas. 

Las stem cells también pueden ser obtenidas del cordón umbilical, Hu y 

colaboradores (2010) utilizaron estas células derivadas de cordón umbilical humano en 

ratas con lesión de médula espinal para generar recuperación de la función motora, 

acompañado de un incremento en el número de neurofilamentos y de estructuras tipo conos 

de crecimiento, además de incrementar las concentraciones de factor de crecimiento 

derivado de la glía y de neurotrofina 3 en la médula espinal. Finalmente encontraron menor 
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cantidad de astrocitos reactivos tanto craneal como caudalmente al sitio de aplicación de las 

células madre. 

Otra estirpe celular utilizada son las células de Shwann, células pertenecientes al 

sistema nervioso periférico, encargadas de la mielinización de los nervios. (Lesson, 1990) 

Se han empleado células de Shwann en la zona de la lesión pues estas actúan como 

un puente para la regeneración axonal, ya que pueden atravesar quistes y potencialmente 

rodear la cicatriz glial y de esta manera permitir la reconexión de axones, así a través del 

uso de trasplantes de células de Shwann se permite la remielinización, y cuando se combina 

con neurotrofinas se induce una regeneración motora funcional. (Xu et al 1995a, Xu, 

1995b, Xu, 1998). Además se ha encontrado evidencia de que las células de Shwann 

aumentan la regeneración al inhibir la expresión de móleculas inhibitorias en la zona de la 

lesión producidas por astrocitos (como pueden ser los proteoglicanos de coindritin sulfato) 

(Plant, 2001), además de reducir la gliosis (Davies, 2011). En un estudio realizado por 

Zhang y colaboradores (2011) realizaron co-transplantes de células de Shwann y células 

estromales de médula ósea y obtuvieron menor amplitud de las cavidades quísticas, se 

promovió la regeneración axonal, y la recuperación funcional fue más eficiente en relación 

al testigo y a los tratamientos aplicados de manera independiente. 

En un estudio actual se diferenciaron células precursoras de astrocitos en astrocitos 

que expresan conexina 43 (CX43), transportador 1 para glutamato (GLT-1) y factor 

neurotrófico derivado de células gliales (GDNF), cuando estas células fueron trasplantadas 

en el área de lesión se generó una mejor recuperación de la motilidad, crecimiento axonal y 

un notable incremento en la supervivencia de neuronas, en comparación con las ratas a las 

que se les aplicaron células precursoras de astrocitos sin diferenciar. (Davies, 2011) 
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El uso de factores tróficos para estimular la regeneración del tejido después de una 

lesión en la médula espinal es otra estrategia utilizada experimentalmente. 

En un trabajo se utilizó factor neurotrófico ciliar (CNTF del inglés ciliary 

neurotrophic factor) con el que disminuyó significativamente el tejido dañado además de 

favorecer la recuperación funcional después de una lesión traumática en la médula espinal 

de ratas. (Ye, 2004) 

Recientemente se publicó un trabajo donde se utilizaron puentes de microcápsulas 

de poli(lactida-co-glicólido) que contenían factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGF) y factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2), con esto estimularon el 

desarrollo de nuevos vasos sanguíneos y aunque no se observó un crecimiento a través de 

los puentes implantados, si se vio una disminución en el daño ocasionado por la isquemia, 

además de ofrecer un ambiente que podría ser favorable para la aplicación de tratamientos 

celulares. (De Laporte, 2011) 

La aplicación de factor de crecimiento acídico para fibroblastos (aFGF) a primates 

no humanos con lesión de médula espinal en combinación con la aplicación de un 

trasplante de nervio periférico acompañado por terapia física favoreció la recuperación 

motora de los individuos tratados en comparación con los pertenecientes al grupo testigo. 

(Ma, 2010) 

Dentro de las estrategias adoptadas para regenerar el tejido las de tipo 

farmacológico son muy estudiadas. 

Entre estos fármacos estudiados se puede encontrar a los conocidos como ligandos 

de inmunofilinas. Las inmunofilinas son proteínas intracelulares con actividades 
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enzimáticas. Se encuentran 50 veces más en tejido nervioso que en tejido del sistema 

inmune y son receptores para ciclosporina A, FK506, y rapamicin, sustancias que en 

conjunto se conocen como ligandos de inmunofilinas (Sosa, 2005). 

Ciclosporina A es un quimioterapéutico utilizado para el tratamiento de pacientes 

con trasplantes de órganos como corazón, hígado, riñón, pulmón, entre otros. Tiene efecto 

depresor sobre el sistema inmune por lo que se inhibe el rechazo al trasplante. Por este 

efecto inmunodepresor ha sido utilizada experimentalmente en el tratamiento de la lesión 

de médula espinal con resultados variables (Ibarra, 1996, Díaz-Ruiz, 1999; Díaz-Ruiz, 

2000; McMahon, 2009, Lü, 2010). 

FK506 también conocido como tacrolimus, es un macrólido aceptado por la FDA 

para su uso después de trasplantes de órganos para evitar el rechazo (Avramut, 2003); es un 

ligando de inmunolofilina con actividad inmunosupresora, que al igual que la ciclosporina 

A se une a inmunofilinas para inhibir la actividad de la enzima peptidil-prolil cis trans 

isomerasa (rotamasa) (Ramírez-Mares, 2009). Tiene efecto sobre la respuesta inmune tanto 

celular como humoral y en casos de lesión de médula espinal ha dado mejores resultados 

como neuroprotector que el uso de la metilprednisolona, sin embargo, es importante resaltar 

que tiene serios efectos adversos como nefrotoxicidad, diabetogénesis y desórdenes 

linfoproliferativos. (Zhang, 2009). 

Rapamicin es un fármaco inmunosupresor que actúa inhibiendo a una molécula 

conocida como mTOR (del inglés mamalian target of rapamycin) una serin-treonin protein 

cinasa que regula varias rutas de señalización intracelulares, a través de la traducción de 

mRNA. Estas rutas involucran la activación de mTOR-dependiente de la proteína 

ribosomal de 70kDa S6 cinasa (p70S6K) así como la activación del represor de traducción 
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del mRNA factor de iniciación eucariótica 4E (eIF4E), ligando de la proteína 4EBP, por lo 

que la actividad de mTOR se modifica en una amplia gama de estados patológicos como 

cáncer y Alzheimer. Su uso en casos de lesión traumática de la médula espinal ha 

disminuido el dolor en ratas adultas y la inmunorreactividad que se desarrolla en la zona de 

lesión. (Asante, 2010) 

Otro grupo de fármacos estudiado para favorecer la regeneración del tejido neural 

después de una lesión en la médula espinal son los antagonistas de la vía Rho. Entre estos 

podemos mencionar el uso de p21Cip1/WAF1 citoplasmática, una proteína conocida como 

inhibidora del ciclo celular, consiguiéndose regeneración funcional en ratas con lesión 

traumática en la médula espinal. (Tanaka, 2004) 

Una estrategia innovadora es en la que se propone la estimulación del sistema 

inmune (SI) para favorecer regeneración después de una lesión en el sistema nervioso 

central. Existen varios estudios en esta línea, en los que mediante la utilización de péptidos 

neurales modificados como el A91 y Cop-1, en modelos de lesión traumática en médula 

espinal y en nervio óptico, y en un modelo de neurotoxicidad por aminoácidos exitatorios 

en nervio óptico, se observa reducción del daño neuronal. De esta forma la propuesta 

sugiere la existencia de una respuesta autorreactiva con características muy especiales que 

se encarga de proteger, en este caso, el tejido neural. (Moalem, 1999; Hauben, 2000; 

Kipnis, 2000). 

Finalmente, se ha propuesto la estimulación de la autorreactividad protectora como 

una estrategia para ofrecer neuroprotección con excelentes resultados (Hauben, 2003; 

Martiñón, 2007) por lo que es posible que proporcione también mecanismos de acción 
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favorables a la regeneración del tejido después de una lesión traumática en la médula 

espinal. 

A pesar de que se han obtenido resultados alentadores con muchas de estas 

estrategias, la regeneración del tejido después de una lesión en la médula espinal sigue 

siendo limitada, por lo que es necesario seguir haciendo investigación para ofrecer una cura 

a los pacientes que padecen esta enfermedad. 
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 Autorreactividad protectora 

 

Autorreactividad 

 

El sistema inmune ha evolucionado para protegernos frente a los agentes patógenos, 

para llevar a cabo esta importante función, existen células inmunes especializadas en 

diversas actividades, como son células fagocíticas, células equipadas con gránulos con 

actividad enzimática, células capaces de reconocer un antígeno en particular y con la 

maquinaria necesaria para montar una respuesta inmune en contra de él.  

Durante la ontogenia de las células inmunes desarrollan en forma aleatoria la 

capacidad para montar respuestas defensivas, a través de la generación de una gran 

diversidad de anticuerpos producidos por las células B y de receptores de antígeno 

expresados por las células T (TCR del inglés T cell receptor). Entre esta variedad es fácil 

encontrar clonas de células que sean específicas contra componentes del mismo organismo 

(células autoinmunes), aún y cuando existen mecanismos para evitar que estas células 

autoinmunes lleguen a la circulación, como son la selección clonal en timo y en médula 

ósea. A los mecanismos de “protección” del organismo contra células autoinmunes 

circulantes se les conoce en conjunto como tolerancia. Los tres sistemas para evitar que los 

linfocitos autoinmunes monten respuesta contra los antígenos propios son: deleción clonal, 

donde se realiza una eliminación física de las células autoinmunes, anergia clonal, donde se 
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lleva cabo una regulación negativa de los mecanismos intrínsecos de la respuesta 

inmunitaria, y supresión, donde se hace una inhibición de la activación celular mediante la 

interacción con otras células, como las células productoras de citocinas inhibidoras o los 

linfocitos anti-idiotípicos que reconocen al propio TCR (Roitt, 2000; Abbas, 2004). Aún 

con todos estos mecanismos es común encontrar células autoinmunes, ésta autorreactividad 

es considerada como normal, no es patogénica y es perfectamente compatible con la 

homeostasis. 

La autorreactividad puede ser parte de una respuesta inmune normal originada 

durante algunas enfermedades infecciosas e inflamatorias, sin embargo cuando es excesiva 

y ocasiona un estado patológico el resultado es una enfermedad autoinmune (Moreno, 

1996). Las enfermedades autoinmunes se producen cuando por alguna razón los 

mecanismos de tolerancia se ven afectados, por ejemplo, en algunas enfermedades de tipo 

bacteriano o viral se pueden liberar antígenos del patógeno similares a los del individuo 

afectado por la infección, a esto se le conoce como “mimetismo antigénico”, 

desarrollándose una respuesta cruzada contra el patógeno, pero también contra el 

organismo huésped, si el sistema inmune no logra controlar esta respuesta autoinmune 

puede llegar a desarrollarse una enfermedad autoinmune. (Goldsby, 2004) 

Existe una diversidad de enfermedades autoinmunes, las cuales se pueden solapar 

entre sí, es decir un individuo puede padecer más de una enfermedad autoinmune a la vez. 

Las enfermedades autoinmunes pueden ser específicas de órgano como la tiroiditis de 

Hashimoto, el mixedema primario, la tirotoxicosis, enfermedad de Graves, anemia 

perniciosa, enfermedad de Addison, y la diabetes mellitus insulinodependiente; o bien, no 

específicas de órgano como el lupus eritematoso sistémico, dermatomiositis, escleroderma, 

la miastenia gravis, artritis reumatoide y la esclerosis múltiple entre otras. (Roitt, 2000) 
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Autorreactividad protectora 

 

El concepto de autorreactividad protectora fue acuñado por la Dra. Michal Schwartz 

hace más de 10 años. (Schwartz, 1999) 

Consiste en la manipulación del sistema inmune para generar respuestas contra 

componentes propios del organismo (generalmente modificados en su estructura química), 

que estén reguladas y se enfoquen a la protección del tejido, en lugar de destruirlo como en 

el caso de respuestas autoinmunes sin control que pueden derivar en enfermedades 

autoinmunes. 

La autorreactividad protectora ha sido utilizada para tratar diversas enfermedades, 

por ejemplo: enfermedad de Alzheimer (Frenkel, 2003; Greenberg, 2003, Avidan, 2004), 

miastenia gravis (Maiti, 2004), encefalomielitis alérgica experimental (modelo 

experimental para el estudio de la esclerosis múltiple) (Hammamberg, 2000), enfermedad 

de Parkinson (Benner, 2004), e incluso en algunos casos de cáncer (Byrne, 2011; Popovic, 

2011). 

La generación de autorreactividad protectora para preservar el tejido neural después 

de una lesión en la médula espinal es un tópico interesante que no ha sido estudiado en su 

totalidad, los mecanismos por los cuales esta respuesta autorreactiva protectora funciona no 

se encuentran bien definidos, sin embargo, la estimulación de la autorreactividad protectora 

ha generado respuestas favorables a nivel experimental. Existe clara evidencia por ejemplo 

de la habilidad de la respuesta inflamatoria para promover la reparación del SNC después 

de una lesión (Lazarov-Spiegler, 1996; Rapalino, 1998). Adicionalmente, se ha demostrado 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%2522Popovic%2520J%2522%255BAuthor%255D
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el importante papel que desempeña también la respuesta inmune específica en la 

recuperación del SNC lesionado (Moalem, 1999).  

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

acumulan (Schwartz, 1999). Esto hace pensar que dichas células participan de alguna forma 

en los procesos desarrollados después de la lesión. Algunos estudios han demostrado que la 

transferencia pasiva de células T específicas para el auto-antígeno MBP reduce el daño 

neuronal después de una lesión en la médula espinal en roedores, más aún se ha sugerido 

que en el proceso de protección participan linfocitos T de la estirpe reguladora CD4+ 

CD25+(Hauben, 2000). 

La inmunización activa con derivados no encefalitogénicos de péptidos asociados a 

la mielina como el péptido modificado denominado “A91”, que es un péptido derivado de 

la proteína básica de la mielina (aminoácidos 87-99) pero con un remplazo en la posición 

91 de una lisina por una alanina, puede reducir la degeneración secundaria de neuronas y 

promover una mejor recuperación motora en animales con lesión de médula espinal 

(Moalem, 1999; Hauben, 2000). Más aún, estudios han demostrado que esta 

autorreactividad protectora es un fenómeno fisiológico (Yoles, 2001) que está controlado 

genéticamente (Kipnis, 2001).  



43 
 

 

 Mecanismos de acción de A91 

 

Los linfocitos T CD4+ requieren de una gran cantidad de señales originadas por el 

contacto de marcadores de superficie con moléculas de otras células, por ejemplo, CD3, 

MHC-II, CD 28, CD40, CD80, CD86 y el mismo receptor TCR, entre otras. De acuerdo 

con el tipo de moléculas que se expresen en la superficie de la célula presentadora de 

antígeno, y a la naturaleza del antígeno será la respuesta que el linfocito T CD4+ genere. 

(Nel and Slaughter, 2002) 

Es primordial la estructura del antígeno, si el antígeno actúa como un agonista, un 

agonista parcial o un antagonista, la respuesta por parte del linfocito T será diferente, 

pudiendo ser una respuesta francamente Th1, Th2, entrar en anergia o incluso y en el peor 

de los casos generarse deleción clonal (Moreno, 1996). Todos estos mecanismos son 

desencadenados en razón de la señal que el antígeno produzca en el TCR y las señales de 

transducción que este genere, por ejemplo, un péptido derivado de una proteína nativa 

puede no generar respuesta, ser ignorado por el TCR, si durante la ontogenia de la célula T 

este péptido fue presentado como propio, si en cambio, el péptido no había sido presentado 

durante este periodo de entrenamiento, la célula T puede montar una respuesta en contra de 

este péptido, es el caso de los péptidos derivados de la proteína básica de la mielina, cuando 

esta proteína es aplicada en algún organismo sin hacerle ninguna modificación genera una 

respuesta proinflamatoria conocida como Th1, la cual, de ser exacerbada y no regulada 

puede llegar a derivar en una enfermedad autoinmune conocida como encefalomielitis 
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alérgica experimental (modelo animal para el estudio de la esclerosis múltiple), en cambio, 

si se le hace una modificación en la secuencia peptídica, la respuesta por parte del linfocito 

T se ve modificada, pudiendo tomar diferentes caminos: generar un estado de anergia, 

donde la célula T, a pesar de reconocer al antígeno no genera respuesta alguna, este estado 

puede ser reversible; o bien, la célula T puede generar una respuesta conocida como 

deleción clonal, donde las células que reconozcan al antígeno modificado son eliminadas 

del repertorio de células T del organismo, o bien puede generar una respuesta 

antiinflamatoria, también conocida como Th2 (Jameson, 1995; Kersh, 1996; Hall, 2003). Es 

el caso del péptido neural modificado A91, el cual es un péptido de trece aminoácidos 

derivado de la proteína básica de la mielina, es un criptótopo que abarca la secuencia 87 a 

99 de aminoácidos (V-H-F-F-K-N-I-V-T-P-R-T-P), pero que ha sido modificado en su 

secuencia peptídica cambiando una lisina por una alanina en la posición 91 de la secuencia 

(V-H-F-F-A-N-I-V-T-P-R-T-P). Este péptido ha demostrado ser altamente inmunogénico, y 

generar una respuesta autorreactiva protectora (Martiñón, 2007), con características Th2. 

(Gaur 1997). Es importante mencionar que los linfocitos T activados contra A91 tienen la 

capacidad de expresar factores neurotróficos, estos factores neurotróficos tienen la facilidad 

de atravesar la barrera hematoencefálica, por lo que pueden ejercer su acción sobre tejido 

neural, tanto sano como lesionado (Schwartz and Ziv, 2008; Schwartz and Yoles, 2006). 

Además la producción de interleucinas de fenotipo antiinflamatorio favorece el control de 

respuestas inflamatorias exacerbadas que, como se explicó anteriormente son deletéreas 

para el tejido que no resultó lesionado de forma primaria. Estas interleucinas pueden activar 

a las células de la microglía, macrófagos residentes del SNC, en un fenotipo neuroprotector 

que exprese canales dependientes de sodio en su superficie para internalizar glutamato, un 

neurotransmisor que genera excitación de la membrana de las neuronas postsinápticas, que 
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si no se regula de manera óptima genera excitotoxicidad, con la consecuente muerte de la 

neurona, normalmente en un SNC sano, esta regulación la llevan a cabo los astrocitos, sin 

embargo en condiciones de estrés los astrocitos son insuficientes para remover el exceso de 

glutamato de la hendidura sináptica generando que la célula postsináptica colapse, pero 

cuando la microglía internaliza el excedente de glutamato lo transforma a glutamina a 

través de la enzima glutamina sintetasa, evitando estados de toxicidad y en consecuencia la 

pérdida de neuronas por degeneración secundaria. (Kipnis, 2002) 
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 Planteamiento del problema 

¿La intensidad de la lesión de médula espinal tendrá influencia sobre la generación de 

respuesta autoinmune protectora generada por la inmunización con A91 en ratas? 

 

 

 Justificación 

En trabajos anteriores en nuestro laboratorio se ha obtenido neuroprotección del 

tejido neural en ratas con lesión de médula espinal cuando se inmunizan con A91 

mostrando recuperación de la actividad motora y preservación de neuronas de las 

principales vías motoras , sin embargo siempre se ha trabajado con lesiones de intensidad 

moderada, en este trabajo se desea saber si la respuesta autorreactiva protectora se genera 

con la misma eficacia en animales lesionados con modelos de intensidad severa que con los 

modelos de intensidad moderada, además de dilucidar el fenotipo de la respuesta originada 

y verificar si este fenotipo produce factores neurotróficos y esto favorece la regeneración 

del tejido neural después de la lesión. 
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 Hipótesis 

La respuesta autorreactiva protectora generada por la inmunización con el péptido 

neural modificado A91 será tan eficiente en modelos de lesión de médula espinal de 

intensidad severa como en modelos de lesión de médula espinal de intensidad moderada, 

favoreciendo el microambiente del área de lesión para la regeneración del tejido neural a 

través de la producción de factores neurotróficos BDNF y NT-3. 

 

 

 

 Objetivo general 

Evaluar la respuesta autorreactiva protectora generada por la inmunización con 

A91 en ratas con lesión de médula espinal de diferentes intensidades, así como el fenotipo 

de dicha respuesta y la capacidad de los linfocitos T activados contra A91 para expresar 

factores neurotróficos en la zona de lesión para favorecer la regeneración del tejido neural. 
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 Objetivos particulares 

 

1. Evaluar la estimulación con A91 de células T obtenidas de ganglios linfáticos de 

ratas lesionadas en la médula espinal con diferente intensidad e inmunizadas con 

A91 o con PBS. 

2. Conocer el fenotipo de la respuesta inmune contra A91. 

3. Analizar la capacidad de las células T anti-A91 para producir los factores 

neurotróficos BDNF y NT-3, tanto en sobrenadante de cultivos de células inmunes 

como en el área de lesión de ratas inmunizadas o no con A91. 

4. Cuantificar y comparar la recuperación motora de animales con LME inmunizados 

o no con A91. 

5. Cuantificar y comparar la densidad de axones que crucen el área de lesión de la 

médula espinal de ratas inmunizadas o no con A91. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 

 

Población Objetivo: 

Se utilizaron ratas adultas Sprague-Dawley hembras (de 12 a 14 semanas de edad y 

200-220 g de peso) que fueron proporcionadas por el Bioterio de Proyecto Camina A.C. 

Las ratas fueron alojadas en parejas en cajas de policarbonato en habitaciones con 

condiciones de luz y temperatura controladas. Todas las ratas fueron tratadas de acuerdo 

con los estándares de la Ley General de Salud. Título Séptimo: De la investigación que 

incluya la utilización de animales de experimentación. (Ley General de Salud). 

El diseño experimental se encuentra descrito en la Tabla 1. 

 

Lesión traumática de la médula espinal. 

Las ratas fueron anestesiadas mediante la inyección intramuscular de una mezcla de 

clorhidrato de xilazina (10 mg/ kg) y ketamina (50 mg/ kg). Previa asepsia de la región 

tóraco-lumbar, se realizó un corte longitudinal y se ejecutó una laminectomía a nivel de la 

9ª vértebra torácica hasta exponer la médula espinal. 

Posterior a la laminectomía y con la rata aún anestesiada se realizó la LME.  
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Modelo de lesión por contusión: este modelo se realizó en dos intensidades, 

moderada, dejando caer un cilindro de 10 g de una altura de 25 mm sobre la médula espinal 

expuesta; y severa, dejando caer el mismo cilindro desde una altura de 50 mm, utilizando el 

impactador de la Universidad de Nueva York  (NYU), un aparato que ha demostrado 

inflingir una lesión por contusión en la médula espinal bien calibrada (Young, 2002). 

Modelo de lesión por sección completa: Mediante bisturí se incidieron las meninges 

en forma longitudinal cuidando de no dañar la médula espinal, con una pinza de disección 

con dientes de ratón para microcirugía se separaron las meninges y con una tijera de 

microcirugía se realizó la lesión de la médula espinal de un solo corte transversal, 

verificando posteriormente que se hubiera cortado la totalidad de la médula con un gancho 

para microcirugía. Finalmente se suturaron las meninges con sutura absorbible de calibre 

10-0 con un punto separado en X. 

Modelo de lesión por sección incompleta: Al igual que en la lesión por sección 

completa se abrieron las meninges, y una vez expuesta la médula espinal se realizó un corte 

transversal con una hoja de bisturí #12, asegurando que la vía piramidal fuera cortada 

bilateralmente, y dejando de manera rutinaria 1 mm de tejido intacto del lado derecho de la 

rata. Se suturaron las meninges con sutura absorbible de calibre 10-0 con un punto separado 

en X 

Después de la lesión las ratas fueron suturadas por planos con sutura absorbible en 

fascias musculares y con no absorbible en piel.  
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Cuidados posquirúrgicos: 

Los animales fueron alojados en parejas en cajas de policarbonato con cama de 

viruta de madera estéril y se les administró alimento especial para roedor (Harlan, 2018 

Teklad Global) y agua purificada ad libitum. Se les realizó masaje vesical dos veces al día 

durante los primeros 14 días posquirúrgicos para estimular la micción, y en caso necesario 

se les dio masaje en el colón para que defecaran. Se les administró por vía oral (en el agua 

de bebida) enrofloxacina como antibiótico a una dosis de 62 mg/kg/día durante 14 días y 

mediante cánula oral se les administró paracetamol como analgésico a una dosis de 32 

mg/kg/día durante 7-10 días.  

 

Inmunización con A91: 

La inmunización de las ratas se realizó dentro de la primera hora después de la 

lesión, aplicando por vía intradérmica en la base de la cola 150 μg de A91 (Invitrogen Life 

Technologies; San Diego, CA, USA) homogenizados con 150 μl de adyuvante completo de 

Freund (SIGMA, St. Louis MO, USA), a los animales del grupo testigo se les aplicaron 150 

μl de solución amortiguadora de fosfatos (vehículo en que se disolvió el A91) 

homogenizados con 150 μl de adyuvante completo de Freund. 
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Tabla 1: Diseño experimental. 

Experimento Modelo de lesión Grupos Seguimiento Evaluaciones 

1. Inducción de las 
células T contra A91, 
producción de BDNF 
y NT-3 y de citocinas 
por estos linfocitos. 

Contusión severa 
Contusión moderada 
Sección completa 
Sección incompleta 

LME + A91 
LME + PBS 

14 días 1.1 Ensayos de proliferación celular. 
1.2 Cuantificación de la producción 

de BDNF y NT3 en 
sobrenadantes (ensayos de 
ELISA) 

1.3 Cuantificación de la producción 
de IL-4 e IFN-γ en sobrenadantes 
(ensayos de ELISA) 

2. Recuperación 
motora, expresión de 
factores neurotróficos 
en el sitio de lesión, y 
evaluaciones 
histológicas. 

Contusión moderada 
(CM) 

1) LME + A91 
2) LME + PBS 

21 días 2.1 Cuantificación de la producción 
de BDNF y NT3 en el sitio de la 
lesión (ensayos de ELISA) 

3) LME + A91 
4) LME + PBS 

120 días 2.1 Cuantificación de la producción 
de BDNF y NT3 en el sitio de la 
lesión (ensayos de ELISA) 

2.2 Evaluación de la recuperación 
motora mediante la escala BBB 

Contusión severa 
(CS) 

5) LME + A91 
6) LME + PBS 

21 días 2.1 Cuantificación de la producción 
de BDNF y NT3 en el sitio de la 
lesión (ensayos de ELISA) 

7) LME + A91 
8) LME + PBS 

120 días 2.1 Cuantificación de la producción 
de BDNF y NT3 en el sitio de la 
lesión (ensayos de ELISA) 

2.2 Evaluación de la recuperación 
motora mediante la escala BBB 

Sección completa 
(SC) 

9) LME + A91 
10) LME + PBS 

21 días 2.1 Cuantificación de la producción 
de BDNF y NT3 en el sitio de la 
lesión (ensayos de ELISA) 

11) LME + A91 
12) LME + PBS 

120 días 2.1 Cuantificación de la producción 
de BDNF y NT3 en el sitio de la 
lesión (ensayos de ELISA) 

2.2 Evaluación de la recuperación 
motora mediante la escala BBB 

2.3 Evaluación del número de 
axones en crecimiento en el sitio 
de lesión. 

Sección incompleta 
(SI) 

13) LME + A91 
14) LME + PBS 

21 días 2.1 Cuantificación de la producción 
de BDNF y NT3 en el sitio de la 
lesión (ensayos de ELISA) 

15) LME + A91 
16) LME + PBS 

120 días 2.1 Cuantificación de la producción 
de BDNF y NT3 en el sitio de la 
lesión (ensayos de ELISA) 
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Evaluación de la respuesta autorreactiva protectora 

 

Se evaluó la respuesta contra el péptido A91 14 días después de la inmunización, 

mediante estudios de proliferación de células CD4 en nódulos linfáticos inguinales en ratas 

con los diferentes modelos de lesión. Bajo anestesia y en condiciones de asepsia y 

antisepsia se obtuvieron de cada animal los nódulos linfáticos inguinales. Una vez extraídos 

dichos órganos linfoides, se colocaron inmediatamente en RPMI 1640 más suero fetal 

bovino (SFB) al 10% para posteriormente ser macerados (sin llegar a triturar) con el 

émbolo de una jeringa estéril, mediante centrifugado se lavaron las células obtenidas. 

Después de contar el número total de células, se tiñeron con CFSE y se colocaron 350,000 

células/pozo en RPMI más 10% suero fetal bovino en todos los pozos y con los antígenos 

concanavalina-A (Con-A), ovoalbúmina (OVA), proteína básica de la mielina (MBP) y 

A91, se sembraron también pozos sin antígeno que se utilizaron como testigo negativo. Se 

incubaron las placas en presencia de 5% de CO2 durante 96 h a 37° C. Pasado este tiempo 

se recolectaron los sobrenadantes de los pozos que se incubaron con A91 y se almacenaron 

a -20°C para su posterior evaluación. 

Las células fueron marcadas con anticuerpos monoclonales anti-CD4 (Becton 

Dickinson, San Jose, CA), posteriormente se midió la proliferación celular mediante 

citometría de flujo (FACSCalibur Becton-Dickinson). 
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Caracterización de la respuesta inmune: 

Los sobrenadantes antes recolectados se sometieron a pruebas de ELISA para 

detectar la cantidad de interleucina 4 (IL-4 Sandwich ELISA kit, Chemicon International) 

para determinar una respuesta tipo Th2 e interferón gama (IFN-γ Sándwich ELISA kit, 

Chemicon International) y así distinguir una respuesta tipo Th1.  

 

Presencia de BDNF y NT-3 en sobrenadante de cultivo 

celular. 

Los sobrenadantes antes recolectados se sometieron a pruebas de ELISA para 

detectar la cantidad de NT-3 (NT-3 ELISA Sandwich kit, Chemicon International) y BDNF 

(BDNF ELISA Sándwich kit, Chemicon International) producido por las células inmunes.  

 

 

Presencia de BDNF y NT-3 en el sitio de la lesión: 

Se obtuvieron en fresco las médulas espinales de 5 ratas por grupo, y se colocaron 

en solución amortiguadora de fosfatos 1 M, se maceraron y se centrifugaron. Al 

sobrenadante se le realizó una prueba de ELISA para determinar la cantidad de neurotrofina 

3 (NT-3 ELISA Sándwich kit, Chemicon International) y de factor de crecimiento derivado 
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de cerebro (BDNF ELISA Sándwich kit, Chemicon International). Se cuantificó el total de 

proteína contenido en el sobrenadante mediante la técnica modificada de Lowry (Markwell, 

1978) y se determinó la cantidad de factor de crecimiento por mg de proteína mediante la 

fórmula:  

pg totales de neurotrofina/mg totales de proteína = pg neurotrofina /mg proteína 

Los resultados se procesaron estadísticamente usando la prueba U de Mann-Whitney, 

p≤0.05 se consideraron significativas. 

 

Evaluación de la función motora: 

La evaluación de la recuperación motora se realizó de manera semanal mediante la escala 

de locomoción a campo abierto de Basso, Beattie y Brenahan (BBB) (Basso, 1995), donde 

la motilidad se califica de 0 (parálisis total) hasta 21 (movilidad completa, ratas sanas) 

(Tabla 2), durante 16 semanas (120 días). Los resultados se analizaron estadísticamente con 

una ANOVA de medidas repetidas acompañada de prueba de Bonferroni (Basso, 1995), 

p≤0.05 se consideraron significativas. 

 

Pruebas histológicas: 

Una vez pasado el tiempo de seguimiento, de acuerdo con el diseño experimental, se 

procedió a la recolección de muestras. Las ratas lesionadas por sección completa se 

perfundieron vía cardiaca con paraformaldehído al 4% y se obtuvieron las médulas 
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espinales seleccionando el sitio de lesión (epicentro) como referencia, se obtuvieron 

fragmentos longitudinales de 15 mm de largo, que tuvieran el epicentro de la lesión en el 

centro, las muestras se procesaron en parafina y se cortaron de un espesor de 10 μm 

colocando tres cortes continuos por laminilla. 

Se realizó histoquímica a las muestras con una tinción argéntica por el método de Sevier-

Münger para tejido nervioso. La tinción se hizo de acuerdo con el protocolo del Manual of 

Histologic Staining Methods of the Armed Forces Institute of Pathology. (1968) 

La evaluación de las médulas se realizó con un microscopio Olympus BX41-TF. Se 

tomaron micrografías a 4x las cuales se unieron con el programa Image Pro Plus para 

formar reconstrucciones del total de la muestra de médula espinal, a partir de estas 

reconstrucciones se evaluó el número de axones en crecimiento de forma manual. 
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Tabla 2: Escala de evaluación locomotora a campo abierto (BBB) 
Calificación Criterio de evaluación 

0 No se observa movimiento en patas traseras (PT) 

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

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

3 Movimiento amplio de dos articulaciones. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

21 Igual pero tronco constantemente estable (Basso , 1995) 
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RESULTADOS 

 

Evaluación de la respuesta autorreactiva protectora 

 

Se realizó mediante la proliferación de células T CD4+, en ratas con lesión de la 

médula espinal por los diferentes modelos empleados de acuerdo a la metodología 

previamente descrita. Las células CD4+ de ratas con lesión de médula espinal por contusión 

moderada (Figura 1-A, 2.5±0.42, n= 4, p= 0.04, ANOVA-Tuckey) y por sección 

incompleta (Figura 1-B, 2.6±0.2, n= 4, p= 0.03, ANOVA-Tuckey) e inmunizadas con A91, 

proliferaron de manera significativa cuando fueron incubadas en presencia de A91, 

mientras que las células de ratas con lesión por contusión severa (Figura 1-C, 0.9 ± 0.13, n= 

4, p>0.05, ANOVA-Tuckey) y por sección completa (Figura 1-D, 0.8 ± 0.05, n= 4, p>0.05, 

ANOVA-Tuckey) e inmunizadas con A91 no proliferaron en presencia de A91. Los pozos 

que se sembraron en presencia de OVA y MBP no tuvieron proliferación de células en 

ningún modelo de lesión (datos para MBP no mostrados). Los resultados se presentan en 

promedio ± desviación estándar. 
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Figura 1: Evaluación de la respuesta autorreactiva protectora. Dónde: ratas 

lesionadas por contusión moderada (2.5±0.42, n= 4, p= 0.04, ANOVA-Tuckey), ratas lesionadas 

por sección incompleta (2.6±0.2, n= 4, p= 0.03, ANOVA-Tuckey), ratas lesionadas por contusión 

severa (0.9 ± 0.13, n= 4, p>0.05, ANOVA-Tuckey) y ratas lesionadas por sección completa (0.8 ± 

0.05, n= 4, p>0.05, ANOVA-Tuckey). En los recuadros se presenta una imagen representativa de 

los histogramas obtenidos por citometría de flujo en las muestras de ratas inmunizadas con A91 y 

cultivadas en presencia de A91 correspondientes a cada modelo de lesión. 
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Fenotipo de la respuesta inmune. 

 

Ante estos resultados se quiso saber que fenotipo presentaban las células inmunes 

específicas contra A91, así que se recolectaron los sobrenadantes de los cultivos de células 

CD4+ específicas contra A91 y se cuantificó la producción de las citocinas interleucina 4 

(IL-4) e interferón gama (IFN-γ) para determinar el fenotipo de la respuesta celular, 

encontrándose que es una respuesta francamente Th2, tanto en las ratas lesionadas por 

contusión moderada (Figura 2-A, n= 4, p= 0.007 U de Mann-Whitney) como en las ratas 

lesionadas por sección incompleta (Figura 2-B, n= 4, p= 0.001 U de Mann-Whitney). 



61 
 

 

 

 

Figura 2: Caracterización de la respuesta inmune. Dónde: ratas lesionadas por 

contusión moderada (n= 4, p= 0.007 U de Mann-Whitney) y ratas lesionadas por sección 

incompleta (n=4, p= 0.001 U de Mann-Whitney). 
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Las células T producen factores neurotróficos. 

Con anterioridad se ha reportado que las células T activadas tienen la capacidad de 

producir factores neurotróficos, así que se midió la concentración de neurotrofinas 

presentes en el sobrenadante de los cultivos de células T CD4+ específicas contra A91, y se 

encontró que en el caso de células provenientes de ratas con lesión de médula espinal por 

contusión moderada (Figura 3, n= 4, p=0.05 U de Mann-Whitney) hay un incremento en la 

producción de BDNF, lo mismo se observó en el caso de células derivadas de ratas con 

sección incompleta (Figura 3, n= 4, p=0.05 U de Mann-Whitney). Mientras que las 

concentraciones de NT-3 en ambos modelos de lesión es similar en los sobrenadantes de 

células provenientes de ratas inmunizadas con A91 a las concentraciones de los 

sobrenadantes de células provenientes de ratas del grupo testigo (Figura 4).  
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Figura 3: Producción de BDNF en sobrenadante de cultivo celular. Dónde: ratas 

lesionadas por contusión moderada (n= 4, p=0.05 U de Mann-Whitney) y ratas lesionadas por 

sección incompleta (n= 4, p=0.05 U de Mann-Whitney). 
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Figura 4: Producción de NT-3 en sobrenadante de cultivo celular. Dónde: ratas 

lesionadas por contusión moderada (n= 4, p>0.05 U de Mann-Whitney) y ratas lesionadas por 

sección incompleta (n= 4, p>0.05 U de Mann-Whitney). 
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Presencia de BDNF y NT-3 en el epicentro de la lesión 

Al inicio del proyecto se quiso saber que tanto influía la inmunización con A91 

sobre la producción de factores neurotróficos involucrados con la regeneración del tejido 

nervioso, para ello se llevó a cabo la evaluación de la cantidad de factor de crecimiento 

derivado de cerebro (BDNF) y de neurotrofina 3 (NT-3) en tejido neural en el epicentro de 

lesión a dos tiempos de seguimiento: 21 días y 120 días. 

En la evaluación a 21 días, en todos los modelos de lesión las ratas inmunizadas con 

A91 presentaron mayores cantidades de BDNF en el epicentro de la lesión que sus testigos 

(n=4; p=0.02 U de Mann-Whitney) (Figura 5), lo mismo sucedió con la producción de NT-

3, donde sin importar el modelo de lesión las ratas inmunizadas con A91, presentaron 

mayor concentración de NT-3 que las ratas pertenecientes al grupo testigo (Figura 6). Sin 

embargo, cuando se midieron las concentraciones de BDNF y NT-3 120 días después de la 

lesión, solo las ratas inmunizadas con A91 y con lesión de intensidad moderada presentaron 

mayores concentraciones tanto de BDNF (Figura 7-A y 7-B, n=4, p=0.02 U de Mann-

Whitney) como de NT-3 (Figura 8-A y 8-B, n=4, p=0.02 U de Mann-Whitney), y las 

médulas de ratas con lesión severa, no mostraron diferencia con los testigos (n=5, p>0.05 U 

de Mann-Whitney). 
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Figura 5: Niveles de BDNF en el epicentro de lesión 21 días después de la 

lesión de médula espinal en ratas. Dónde: ratas lesionadas por contusión moderada (n=4; 

p=0.02 U de Mann-Whitney), ratas lesionadas por sección incompleta (n=4; p=0.02 U de Mann-

Whitney), ratas lesionadas por contusión severa (n=4; p=0.02 U de Mann-Whitney) y ratas 

lesionadas por sección completa (n=4; p=0.02 U de Mann-Whitney). 
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Figura 6: Niveles de NT-3 en el epicentro de lesión 21 días después de la lesión 

de médula espinal en ratas. Dónde: ratas lesionadas por contusión moderada (n=5; p=0.02 

U de Mann-Whitney), ratas lesionadas por sección incompleta (n=4; p=0.05 U de Mann-Whitney), 

ratas lesionadas por contusión severa (n=4; p=0.01 U de Mann-Whitney) y ratas lesionadas por 

sección completa (n=5; p=0.05 U de Mann-Whitney). 
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Figura 7: Niveles de BDNF en el epicentro de lesión 120 días después de la 

lesión de médula espinal en ratas. Donde ratas lesionadas por contusión moderada (n=4; 

p=0.02 U de Mann-Whitney), ratas lesionadas por sección incompleta (n=4; p=0.02 U de Mann-

Whitney), ratas lesionadas por contusión severa (n=4; p>0.05 U de Mann-Whitney) y ratas 

lesionadas por sección completa (n=4; p>0.05 U de Mann-Whitney). 
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Figura 8: Niveles de NT-3 en el epicentro de lesión 120 días después de la 

lesión de médula espinal en ratas. Dónde: ratas lesionadas por contusión moderada (n=4; 

p=0.02 U de Mann-Whitney), ratas lesionadas por sección incompleta (n=4; p=0.01 U de Mann-

Whitney), ratas lesionadas por contusión severa (n=4; p>0.05 U de Mann-Whitney) y ratas 

lesionadas por sección completa (n=4; p>0.05 U de Mann-Whitney). 
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Evaluación de la función motora.  

Posteriormente se procedió a correlacionar estos resultados con la clínica. En la 

evaluación de la función motora mediante la prueba de motilidad a campo abierto (BBB) se 

observó que los animales con lesión de médula espinal por contusión moderada (Figura 9-

A) e inmunizados con A91 presentaron una recuperación motora superior a la de los 

animales que fueron tratados con solución de fosfatos (PBS), mostrando mejoría en la 

motilidad desde las primeras evaluaciones y a todo lo largo del seguimiento (A91: 10.94 ± 

1.58; PBS: 8.3 ± 0.3). En los casos de lesión por contusión de intensidad severa (Figura 9-

B) y por sección completa (Figura 9-C), no se observa diferencia en la recuperación motora 

entre las ratas pertenecientes al grupo inmunizado con A91 y las del grupo testigo. Los 

datos se presentan en promedio ± desviación estándar. 
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Figura 9: Evaluación de la recuperación de la función motora. Donde Ratas 

lesionadas por contusión moderada (n=10, p<0.05 ANOVA de medidas repetidas/Bonferroni); ratas 

lesionadas por contusión severa (n=10, p>0.05 ANOVA de medidas repetidas/Bonferroni) y ratas 

lesionadas por sección completa (n=10, p>0.05 ANOVA de medidas repetidas/Bonferroni) 
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Crecimiento de axones en el epicentro de la lesión 

Finalmente se realizó una prueba histológica para determinar la correlación entre los 

datos encontrados y la probable regeneración, esto en el modelo de lesión por sección 

completa, debido a que en este modelo no se generan dudas en el origen de los axones que 

se observen, situación que si sucede en los modelos de contusión y sección incompleta, 

pues quedan axones intactos o algunos cortados en el epicentro que suelen confundirse con 

axones en crecimiento.  

En la evaluación del número de axones en crecimiento, a cuatro meses de 

seguimiento se observó que entre los grupos inmunizado con A91 y el testigo no había 

diferencia significativa (Figura 10) (A91: 113 ± 21; PBS: 70 ± 42, p>0.05 U de Mann 

Whitney). Los datos se presentan en promedio ± desviación estándar. 
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Figura 10: Número de axones en crecimiento en el epicentro de la lesión. Ratas 

lesionadas por sección completa (A91: 113 ± 21; PBS: 70 ± 42, p>0.05 U de Mann Whitney) 
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DISCUSIÓN 
 
 
El sistema inmune es el responsable de la protección del organismo. Cuando el 

sistema inmune se ve comprometido se desarrollan enfermedades que pueden ir desde las 

causadas por un agente patógeno, hasta enfermedades autoinmunes. 

La lesión de la médula espinal es una enfermedad que ocasiona compromiso del 

sistema inmune. Se ha observado que la manipulación del sistema inmune después de una 

lesión en la médula espinal puede ser benéfica y proporcionar protección al tejido neural 

(Yoles, 2001; Kipnis, 2000, Kipnis, 2001; Kipnis, 2002; Martiñón, 2007), sin embargo, en 

este estudio observamos que la respuesta inmune que se genera después de una 

inmunización depende en gran medida de la intensidad de la lesión, pues se inhibe cuando 

la intensidad es severa impidiendo el beneficio esperado por la manipulación del sistema 

inmune (Fig. 5).  

Al no generarse la respuesta autorreactiva protectora la degeneración del tejido 

neural a causa de una lesión traumática en la médula espinal continúa su curso natural, 

proporcionando un ambiente inapropiado para que se monte un proceso de regeneración del 

tejido, dando lugar así, a que procesos como la degeneración Waleriana continúen su curso 

destructor por meses (roedores) a años (humanos) (David, 2002). 

En este trabajo se demostró que la intensidad de la lesión en la médula espinal es un 

factor determinante para que esta respuesta autorreactiva protectora se desarrolle. Cuando 

la lesión es de una intensidad moderada, la respuesta inmune se instala con las condiciones 

de fenotipo (Th2)  (Figura 6) y la expresión de neurotrofinas que se requiere (Figs. 7 y 8), 
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mientras que, cuando la intensidad de la lesión es severa, la inhibición de la respuesta 

inmune evita que haya desarrollo de esta respuesta autorreactiva protectora. En estudios 

anteriores se observó que cuando la lesión era en un nivel de la médula espinal muy alto 

(T1) la proliferación de células obtenidas de ganglio linfático, no se llevaba a cabo. Sin 

embargo, cuando la lesión se hacía en un nivel más bajo (T12), las células proliferaban, 

siempre y cuando la lesión fuera de intensidad moderada (Ibarra, 2007). Esto obedece a que 

el sistema inmune se ve severamente afectado por la intensidad de la lesión.  

Hay que recordar que ante una lesión en la médula espinal se desarrolla una 

respuesta sistémica, con la producción de diversas sustancias conocidas en conjunto como 

respuesta de choque, en este caso choque neurogénico, que se debe a una falta de tono 

vascular, ocurre porque los centros de regulación cardiovascular se ven afectados, causando 

parálisis vascular, lo que genera vasodilatación y secuestro sanguíneo lo cual causa 

taquicardia en un intento del corazón por restablecer la volemia, sin embargo, como el 

retorno venoso es insuficiente, la taquicardia no permite un llenado diastólico adecuado. 

Esto hace que la presión arterial disminuya, estimulando a los barorreceptores de los senos 

aórticos y carotídeo, del sistema simpático y de la médula adrenal, con la consecuente 

liberación de catecolaminas (epinefrina y norepinefrina), con vasoconstricción de todos los 

tejidos, excepto el corazón y el cerebro (Trigo, 1987). Se ha demostrado que las 

catecolaminas tienen la característica de inhibir la proliferación de las células T (Madden, 

1995) además de producir apoptosis en los órganos linfoides de forma rápida y extensa 

(Prass, 2003).  

Como consecuencia a la lesión el eje hipotalámico-pituitario-adrenal se activa. El 

estímulo nociceptivo incrementa la liberación de hormona liberadora de corticotrofina 

(CRF) por el núcleo parvocelular del hipótalamo posterior, esta hormona estimula la 
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secreción de hormona adrenocorticotrófica (ACTH), la cual estimula la secreción de 

cortisol en la corteza adrenal (Tomlinson, 1997); el cortisol es una hormona esteroidal 

envuelta en el desarrollo de la respuesta inmune (Stier, 2009; Lucin, 2007), tiene una 

función moduladora de la respuesta inmune al actuar como un inmunosupresor por 

estimular la producción de TGFβ, lo que inhibe la respuesta inmunitaria (Roitt, 2000). 

Probablemente la intensidad de la lesión tenga relación con la liberación de las hormonas 

responsables de la regulación de la respuesta inmune, a mayor intensidad de lesión, mayor 

liberación de hormonas con la consecuente inhibición de la respuesta inmune. 

La falta de respuesta autorreactiva protectora se puede observar clínicamente, pues 

las ratas, que fueron lesionadas con contusión severa y con sección completa, no tuvieron 

una recuperación motora favorable, ni tampoco concentraciones de neurotrofinas en la zona 

de lesión diferentes a las ratas del grupo testigo, e histológicamente la cantidad de axones 

en crecimiento fue similar a las ratas a las que no se les estimuló con A91. 

Mientras que las ratas lesionadas por contusión moderada e inmunizadas con A91, 

en quienes la respuesta autorreactiva protectora si se desarrolló, tuvieron mejores 

concentraciones de neurotrofinas en el epicentro de la lesión. 

La presencia de factores neurotróficos como BDNF y NT-3 en el área de lesión se 

espera genere un ambiente favorable para el crecimiento de axones. El BDNF es un factor 

neurotrófico que estimula la actividad, función y supervivencia de las neuronas a lo largo 

de toda la vida del individuo (Nagahara, 2011). Ha sido utilizado en modelos de lesión de 

médula espinal donde ha favorecido el crecimiento de fibras y generado cambios 

estructurales que han fomentado la recuperación funcional (Sasaki, 2009). En el presente 

estudio se observa que la presencia de BDNF en el sitio de lesión se sostiene hasta los 

cuatro meses de seguimiento, en animales que han sido inmunizados con A91 y lesionados 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%2522Nagahara%2520AH%2522%255BAuthor%255D
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con intensidad moderada. Este ambiente rico en BDNF podría ser favorable para la 

regeneración del tejido neural, lo mismo que la presencia de NT-3 en la zona de lesión, que 

al igual que el BDNF se mantuvo hasta los cuatro meses de seguimiento.  

NT-3 es una neurotrofina que favorece la diferenciación y supervivencia de 

neuronas, tanto in vivo como in vitro. En una importante cantidad de trabajos se ha 

utilizado NT-3 como estimulante para el desarrollo de crecimiento y diferenciación del 

tejido neural (Lambert, 2004; Shimazu, 2006; Chao, 2006; Fukumitsu, 2011). En el 

presente trabajo solo se evaluó crecimiento axonal en el modelo de sección completa pero 

no se logró demostrar algún efecto positivo. Esto corrobora que con este tipo de lesiones 

donde la autorreactividad protectora no se desarrolla no hay efectos positivos, entre ellos la 

regeneración del tejido. 

Estudios posteriores deberán dirigirse a evaluar la regeneración en los modelos de 

lesión donde se desarrolla la autorreactividad protectora eficientemente.  

Además en este estudio se observó que las células T específicas contra A91 

provenientes de ratas con lesión de médula espinal e inmunizadas con A91, presentaron un 

fenotipo Th2, mismo que puede promover protección al tejido neural. Esta puede ser la 

probable explicación de cómo la inmunización con A91 y por consiguiente el fenotipo Th2 

neuroprotege: Las citocinas características de la respuesta inmune Th2 como IL-4 e IL-10 

son inhibidoras de la expresión del gen de iNOS, esto favorece la protección del tejido 

neural ante radicales libres, evitándose así la lipoperoxidación (García, 2012). Este fenotipo 

es además favorable para la producción de neurotrofinas (Ziv, 2006), lo que se comprueba 

también en los sobrenadantes de los cultivos de células T, donde se observa una producción 

de BDNF y NT-3 superior en los cultivos de células de ganglios linfáticos extraídos de 

ratas inmunizadas con A91 sobre la expresión en cultivos originados a partir de ganglios 
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linfáticos de las ratas testigo. Interleucinas como IGF-1 y la expresión de factores de 

crecimiento como BDNF favorecen la movilización de células madre hacia el sitio de 

lesión (Schwartz, 2008) lo que a su vez, favorece el crecimiento axonal. 

En los estudios de recuperación motora se observa como las ratas que fueron 

sometidas a una lesión de intensidad moderada lograron recuperar la motricidad, mientras 

que las ratas que sufrieron una lesión de intensidad severa no recuperaron la capacidad de 

moverse, lo que correlaciona con lo observado en la respuesta inmune. 

Es importante acentuar que este resultado se debe a un fenómeno de 

neuroprotección, y no a regeneración del tejido neural, pues la mejoría en la capacidad 

locomotora en las ratas lesionadas por contusión de intensidad moderada se presentó desde 

la primera semana después de la lesión (Figura 9-A), y aunque se observó un incremento 

gradual, se ha visto en otros estudios en nuestro laboratorio que es por que las células 

supervivientes recuperan su funcionalidad y no porque haya una restauración neural o una 

regeneración funcional del tejido lesionado. Es importante acentuar la diferencia favorable 

en la locomoción de los animales lesionados con contusión de intensidad moderada y 

vacunados con A91 sobre las ratas del grupo testigo que se observó desde las primeras 

semanas. Reflexionando sobre esta observación vale la pena mencionar que la regeneración 

del tejido se lleva a cabo a partir de dos semanas después de la lesión, en este estudio la 

diferencia se observó desde la primera evaluación y fue en aumento gradual a lo largo de 

todo el estudio, probablemente porque las células que sobrevivieron a la lesión fueron 

protegidas por la inmunización con A91 de la degeneración secundaria, sin embargo, es 

necesario llevar a cabo análisis histológicos con las muestras recolectadas en estos 

experimentos para llegar a una conclusión.  
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CONCLUSIONES: 

 

 

1. Las ratas con lesión en médula espinal de intensidad moderada tienen una 

respuesta autorreactiva protectora inducida por la inmunización con A91 que se 

caracteriza  por presentar un fenotipo Th2 y liberar neurotrofinas.  

2. La respuesta autorreactiva protectora en ratas con lesión en la médula espinal 

está condicionada por la intensidad de la lesión. 

3. Las lesiones de intensidad severa afectan al sistema inmune, por lo que no se 

genera una respuesta específica contra A91, impidiendo se lleve a cabo una 

respuesta autorreactiva protectora. 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 
 

 

PERSPECTIVAS 

 

1. Resulta imprescindible realizar pruebas histológicas donde se evalúe la 

regeneración del tejido neural inducida por la inmunización con A91 en animales 

con lesión de médula espinal de intensidad moderada. 

2. La información generada en este trabajo da pie a crear sinergismos de A91 con otras 

estrategias para mejorar las condiciones del área lesionada y así favorecer la 

regeneración del tejido neural, siempre y cuando la lesión sufrida sea de una 

intensidad que no afecte la respuesta inmune. 

3. Es necesario conocer el mecanismo de acción inmunológico de A91. 

4. Se necesita conocer la fármacocinética y fármacodinamia de A91. 

5. Es necesario determinar si se genera toxicidad por el uso de A91 y los adyuvantes 

con que se aplica. 
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Anexo: Abreviaturas 

 

LTME lesión traumática de médula 
espinal 

Na+ sodio 
K+ potasio 
ATP adenosil trifosfato 
GABA ácido gama aminobutírico 
Ca+ calcio 
SNC sistema nervioso central 
ROS especies reactivas de oxígeno 
DNA ácido desoxirribonucleico 
NMDA N-metil-D-aspartato 
AMPA α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropiónico 
TNF-α factor de necrosis tumoral alfa 
IL1-α interleucina uno alfa 
IL1-β interleucina uno beta 
LP lipoperoxidación 
BDNF factor neurotrófico derivado de 

cerebro 
CX43 conexina 43 
GLT-1 trasportador 1 para gluatamato 
GDNF factor neurotrófico derivado de 

células gliales 
CNTF factor neurotrófico ciliar 
VEGF factor de crecimiento del 

endotelio vascular 
FGF-2 factor de crecimiento de 

fibroblastos 
FDA Food and Drugs 

Administration 
eIF4E factor de iniciación eucariótica 

4E 
SI sistema inmune 
TCR receptor de célula T 
MHC complejo principal de 

histocompatibilidad 
 

CD grupo de diferenciación (del 
inglés cluster of diferentiation) 

Th célula T cooperadora 
NT-3 neurotrofina 3 
mg miligramo 
kg kilogramo 
LME lesión de médula espinal 
g gramo 
mm milímetro 
NYU Universidad de New York 
μg microgramos 
μl microlitros 
PBS solución amortiguadora de 

fosfatos 
SFB suero fetal bovino 
CFSE Carboxyfluorescein 

succinimidyl ester 
Con-A concanavalina A 
OVA ovoalbúmina 
MBP proteína básica de mielina 
CO2 dióxido de carbono 
IL-4 interleucina 4 
INF-γ interferón gama 
M molar 
BBB prueba de locomoción a campo 

abierto, escala de Basso, 
Beattie y Bresnahan 

PT patas traseras 
PD patas delanteras 
T1 vértebra torácica 1 
T12 vértebra torácica 12 
CRF hormona liberadora de 

corticotrofina 
ACTH hormona adrenocorticotrófica 
iNOS sintasa del óxido nítrico 

inducible 
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Abstract

Protective autoimmunity (PA) is a physiological response to central nervous system trauma that has demonstrated to
promote neuroprotection after spinal cord injury (SCI). To reach its beneficial effect, PA should be boosted by immunizing
with neural constituents or neural-derived peptides such as A91. Immunizing with A91 has shown to promote
neuroprotection after SCI and its use has proven to be feasible in a clinical setting. The broad applications of neural-
derived peptides make it important to determine the main features of this anti-A91 response. For this purpose, adult
Sprague-Dawley rats were subjected to a spinal cord contusion (SCC; moderate or severe) or a spinal cord transection
(SCT; complete or incomplete). Immediately after injury, animals were immunized with PBS or A91. Motor recovery, T cell-
specific response against A91 and the levels of IL-4, IFN-c and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) released by A91-
specific T (TA91) cells were evaluated. Rats with moderate SCC, presented a better motor recovery after A91 immunization.
Animals with moderate SCC or incomplete SCT showed significant T cell proliferation against A91 that was characterized
chiefly by the predominant production of IL-4 and the release of BDNF. In contrast, immunization with A91 did not
promote a better motor recovery in animals with severe SCC or complete SCT. In fact, T cell proliferation against A91 was
diminished in these animals. The present results suggest that the effective development of PA and, consequently, the
beneficial effects of immunizing with A91 significantly depend on the severity of SCI. This could mainly be attributed to
the lack of TA91 cells which predominantly showed to have a Th2 phenotype capable of producing BDNF, further
promoting neuroprotection.
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Introduction

Protective autoimmunity (PA) is a physiological T cell-

dependent response to neural antigens that protects rather than

destroys neural tissue [1–5]. In order to obtain the maximal

benefits of PA, it is possible to boost this response by immunizing

with neural constituents. However, when immunizing with self-

antigens there is always a risk of developing a pathological

autoimmune response. At the moment, PA can be boosted with

non-encephalitogenic peptides such as A91, these have significant

evidence of their neuroprotective effects after SCI. A91 is a

peptide derived from myelin basic protein (sequence 87–99) but

replacing the lysine residue at position 91 with alanine.

Immunizing with A91 reduces tissue damage and improves motor

recovery after moderate SCI. The therapeutic effect of this

strategy has been improved by combining A91 immunization with

other therapies [6]. As immunizing with these types of peptides

promises important expectations in the future, it is relevant to

better understand the general conditions needed to achieve its

beneficial effects.

The effect of PA depends on the rapid and proper

development of the specific immune response [7] in such a

way that any disturbance could derail the benefits of PA. A

previous study in our laboratory showed that the adaptive

immune response to any immunogen depends on the severity of

SCI [8]; the more severe the injury (severe SCC) the more

impaired the immune response. Since the beneficial outcome of

PA depends on the proper development of this response we

attempted to evaluate motor recovery, lymphocyte proliferation,

T cell phenotype and neurotrophin production in animals

subjected to SCI. Injury consisted of either a moderate SCC,

severe SCC, incomplete SCT or complete SCT. A91 induced a

better motor recovery in rats with moderate SCC. This

beneficial effect was associated with a proliferative T cell

response to A91 and the subsequent improvement in motor

recovery. The proliferative response was characterized by a Th2

phenotype and the significant release of BDNF. In contrast,

severe injuries eliminated the beneficial effect of A91 on motor

recovery. This failure was associated to the decrease of the

specific immune response towards A91.
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Materials and Methods

Animals
Adult female Sprague-Dawley rats (13–14 weeks old, 200–

220 g) were supplied by the Animal Breeding Center of Proyecto

Camina A. C. Efforts were made to minimize the number of

animals used and their suffering.

Ethics Statement
All procedures were in accordance with the National Institutes

of Health (US) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals

and the Mexican Official Norm on Principles of Laboratory

Animal Care (NOM 062-ZOO-1999). All animal procedures were

approved by the National Council of Science and Technology of

Mexico (CONACYT) Animal Bioethics and Welfare Committee

(ID: 57204; CSNBTBIBAJ 090812 960).

Spinal Cord Injury
Rats were anesthetized by intramuscular injection of ketamine

(80 mg/kg; PISA Laboratories, Mexico City, Mexico) and

xylazine (12.5 mg/kg; Bayer Laboratories, Mexico City, Mexico).

One hour after anesthesia induction the spinal cord was exposed

and the animals were subjected to a SCC or SCT at T9. For

contusion, a 10-g rod was dropped onto the exposed spinal cord

from a height of 25 (moderate) or 50 mm (severe), using the NYU

impactor (NYU, New York). This device is shown to inflict a well-

calibrated contusive injury of the spinal cord [9]. Prior to

transection, the dura mater was dissected and separated from

the spinal cord with a 30-gauge needle. Complete transection was

performed by sliding a straight-edged scalpel blade through the

spinal cord. Accuracy of the injury was visually verified by passing

a micro-hook through the internal contour of the dura. For

incomplete transection, approximately 50% of the dorsal spinal

cord (including the corticospinal tracts) was transversely cut with

iridectomy scissors. After injury, the aponeurotic plane and the

skin were sutured separately with nylon thread.

Animal Care
The animals were matched for age and weight in each

experiment and housed in pairs in a light- and temperature-

controlled room. To minimize stress, animals were handled daily

at least once a day 7 days prior to the surgical procedure.

Sterile bedding and filtered water was replaced daily. Bladder

expression was assisted manually twice a day until automatic

voidance was regained. During the first week after contusion the

animals received a course of enrofloxacine (Marvel, Mexico City,

Mexico) in their drinking water at an approximate dose of 64 mg/

kg/d. All rats were carefully monitored for evidence of postsurgical

complications. Animals with signs of infections were excluded from

the study.

Antigen
The A91 peptide was derived from the encephalitogenic

sequence of myelin basic protein (MBP; amino acids 87–99).

Nonencephalitogenicity was obtained by replacing the lysine

residue at position 91 with alanine. The modified peptide was

purchased from Invitrogen Life Technologies (San Diego, CA,

USA). Reverse-phase HPLC confirmed that the purity of the A91

peptide was .95%.

Active immunization
Rats were immunized subcutaneously at the base of the tail with

150 mg of A91 or phosphate buffered saline (PBS) emulsified in an

equal volume of complete Freund’s adjuvant (CFA) containing

0.5 mg/ml Mycobacterium tuberculosis (Sigma, St. Louis MO) within

a 60 min time frame after injury.

Assessment of functional recovery
Motor functional recovery was assessed using the Basso, Beattie

& Bresnahan (BBB) open-field test of locomotor ability [10]. The

recovery was scored on the BBB Locomotor Rating Scale of 0

(complete paralysis) to 21 (complete mobility). Animals were tested

weekly during an 8-week period by observers blinded to the

treatment received by each rat.

T cell proliferation
Cells were pooled from excised inguinal lymph nodes 14 days

after SCI (n = 4). The cells were cultured in quintuplicate flat-

bottomed wells in 0.2 ml of RPMI-1640 medium (GIBCO, New

York) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco, New

York) on a 96-well microtiter plate. Cells (2.56105 cells per well)

were cultured 72 hrs in antigen-free medium or together with A91

(10 mg/ml), ovalbumin (OVA; 10 mg/ml; Sigma), or concanava-

lin-A (ConA; 10 mg/ml; Sigma St. Louis MO) at 37uC in 5% CO2.

After two washes with RPMI-1640, cells were labeled with

carboxifluorescein diester amine (CFSE) (Molecular Probes),

CFSE-labeled cells divide and its progeny are endowed with half

the number of carboxyfluorescein-tagged molecules and thus each

cell division can be assessed by measuring the corresponding

decrease in cell fluorescence. CFSE was used at a final

concentration of 1 mM and, 5 ml/well of this solution were rapidly

dispensed into the cell suspension insuring a homogeneous

labeling. Cells were then incubated for 24 h at 37uC. Staining

was halted by the addition of an equal volume of fetal bovine

serum. The proliferative response was determined by flow

cytometry. Cells were also stained with phycoerythrin-labeled

anti-CD4 monoclonal antibodies (BD Pharmigen, San Diego,

CA), unstained cells were used as controls. Cells stained with

CFSE and CD4 were analyzed. For analysis, the area of

lymphocytes was selected based on the light scattering character-

istics (size/granularity) of these cells. Afterwards, the area of CD4+
cells was selected and analyzed for CFSE fluorescence. Mean

fluorescence intensity data was obtained from fluorescence

histograms to evaluate the fractions of T cells that have completed

certain number of divisions. Ten thousand events were collected

for each sample on a FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscence,

Mountain View, CA) and analyzed using CellQuest Pro software

(BD Bioscences). The stimulation index (SI) was calculated by

dividing the mean percentage of proliferation in experimental

wells by the mean percentage of proliferation in the corresponding

control wells (cells cultured without antigen).

Table 1. Number of animals per group used to evaluate
motor recovery.

Groups
Number of animals
Immunized with

A91 PBS

Moderate SCC 10 10

Severe SCC 10 10

Complete SCT 10 10

SCC: Spinal cord contusion; SCT: Spinal cord transection.
doi:10.1371/journal.pone.0032027.t001

Injury Severity Affects Protective Autoimmunity

PLoS ONE | www.plosone.org 2 February 2012 | Volume 7 | Issue 2 | e32027



Cytokine analysis
An ELISA kit (BD Biosciences, San Diego CA) was used to

analyze the concentration of either IL-4 or IFN-c in supernatants

obtained from T cell proliferation assays as described by the

manufacturer.

BDNF analysis
An ELISA kit (Chemicon International) was used to analyze the

concentration of BDNF in supernatants obtained from T cell

proliferation assays as described by the manufacturer.

Statistical analysis
Data was analyzed using the GraphPad Prism 3.0 software and

presented as mean 6 standard deviation (SD). Motor recovery was

analyzed by two-factor ANOVA for repeated measures. The

proliferative response was evaluated using the Kruskal-Wallis test

with post-hoc Mann-Whitney U tests. In the analysis of the IL-4/

IFN-c index and BDNF levels a Student’s t-test was performed.

Differences of p#0.05 were considered statistically significant.

Results

A91-induced motor recovery is impaired by severe SCI
The first step of this work, investigated the effect of

immunizing with A91 on the functional motor recovery of

animals subjected to either a moderate SCC, severe SCC, or a

complete SCT (n = 10 per group). In all cases, the effect of A91

immunization was compared to PBS immunization controls

(n = 10, see Table 1). Figure 1A depicts that one week after injury,

A91 immunization promoted a better recovery in moderate SCC

animals (7.960.6 vs. 4.260.9, A91 and PBS immunization

respectively; mean 6 SD). Towards the end of study (week 8),

A91-treated rats showed a significant improvement in recovery

compared to PBS-immunized animals (10.260.5 vs. 8.360.3,

A91 and PBS immunization respectively; p,0.05, F = 11.67). In

contrast, A91 immunization did not promote any functional

improvement in animals subjected to severe SCC (Figure 1B). At

the end of the evaluation period, the recovery of A91-immunized

rats (5.0960.1) did not differ significantly from PBS-immunized

controls (5.060.2, p.0.05, F = 0.93). Finally, animals subjected

to complete SCT had poor post-injury recovery (Fig. 1C). As

Figure 1. Motor recovery of spinal cord injured rats. Animals
were subjected to a moderate (A) or severe spinal cord contusion (B).
The recovery of rats subjected to a complete SCT is also shown (C). In all

cases, animals were treated either with A91 or PBS. Severe injuries
abolished the beneficial effect induced by immunizing with A91. *

Different from PBS group (p,0.05, two-way ANOVA for repeated
measures). Each point represents the mean 6 SD of 10 rats.
doi:10.1371/journal.pone.0032027.g001

Table 2. Number of animals per group used to evaluate the
proliferative response.

Groups
Number of animals
Immunized with

A91 PBS

Moderate SCC 5 5

Severe SCC 5 5

Complete SCT 5 5

Incomplete SCT 5 5

SCC: Spinal cord contusion; SCT: Spinal cord transection.
doi:10.1371/journal.pone.0032027.t002

Injury Severity Affects Protective Autoimmunity

PLoS ONE | www.plosone.org 3 February 2012 | Volume 7 | Issue 2 | e32027



shown, both A91- and PBS- immunized rats presented compa-

rable motor recovery that was very low, even towards the end of

the study (1.660.2 vs. 1.160.1, A91 and PBS respectively;

p.0.05,F = 0.02).

Severe SCI impairs the ability to develop an adaptive TA91

cell response after immunization
In view of the above results, we now intended to find if

immunization with A91 was inducing a specific immune

response in animals with severe SCC or complete SCT. The

rationale for this study was based on the idea that the absence

of neuroprotection could be the result of a failure to induce an

anti-A91 response (PA). For this purpose, twenty rats were

subjected to a moderate (n = 10), or severe (n = 10) SCC;

another 20 were subjected to a complete (n = 10) or incomplete

SCT (n = 10, see Table 2). The last group was added to

investigate the proliferative response in animals that received

an incomplete transection of the spinal cord. Immediately after

injury, animals were immunized with A91 (n = 5) or PBS (n = 5,

see Table 2). Total leukocyte cell fractions obtained from

lymph nodes of these animals were assayed. Figures 2 and 3

show that A91 immunization induced significant proliferation

of TA91 cells in rats with moderate SCC (Fig. 2A; SI =

2.560.42, mean 6 SD) or incomplete SCT (Fig. 2C; SI =

2.660.2). However, in the case of rats subjected to severe SCC

(Fig. 2B; SI = 0.9060.13) or complete SCT (Fig. 2D; SI = 0.86

0.05), the proliferative response against A91 was absent (see

also figure 3).

TA91 cells have a prevalent Th2 phenotype and secrete
increased amounts of BDNF

In order to better characterize the proliferative response

induced by A91 immunization in moderately injured animals

(rats presenting the neuroprotective effect), we now explored the

IL-4/IFN-c index in the supernatants obtained from the

proliferation assays stimulated with A91 peptide and performed

to PBS- and A91-immunized animals (previous experiment).

Immunizing with A91 caused an increased release of IL-4 in

proliferating lymphocytes. In both moderate SCC (Fig. 4A;

2.9460.3, mean 6 SD; p,0.0001 vs. PBS, Student’s t-test) and

incomplete SCT rats (Fig.4B; 3.1660.6; p = 0.001 vs. PBS,

Student’s t-test) the IL-4/IFN-c index of A91-immunized rats

was significantly higher than that observed for PBS-immunized

controls (1.260.2 and 1.0160.5 respectively).

Previous studies have demonstrated that Cop-1- (another

neural-derived peptide) specific T cells are capable of producing

high levels of BDNF [11]. The next step of this study explored the

concentration of BDNF in the supernatant of cells from A91- or

PBS-immunized rats that were co-cultured with A91. As is shown,

the proliferative response induced by A91 in moderate SCC rats

was capable of producing increased amounts of BDNF (Fig. 5A

and B). The levels of this neurotrophin were significantly higher in

cultures from A91-stimulated animals than those observed in PBS-

stimulated controls.

Figure 2. Effect of spinal cord injury on the proliferative
response to A91. T cell proliferation against A91 was analyzed in rats
with moderate (A) or severe (B) spinal cord contusion (SCC). The same
evaluation was performed on rats with incomplete (C) or complete (D)
spinal cord transection (SCT). Severe SCC and complete SCT inhibited
the proliferative response against A91. * Different from PBS group
(p = 0.01, Mann-Whitney U test). Bars represent the mean 6 SD of 5 rats.
doi:10.1371/journal.pone.0032027.g002
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Discussion

For some time, the immune response has been considered as a

harmful mediator after SCI [12]. Nevertheless, there is strong

evidence supporting that immune cells improve the neurological

outcome after injury [6,13]. For instance, the immune response

developed after immunization with neural-derived peptides (PA) is

capable of ameliorating neurotoxicity [14,15], lipid peroxidation

[16] and other degenerative mechanisms [7,17,18]. It is clear that

immune cells promote a microenvironment where different

destructive phenomena are being suppressed, providing tissue

protection and improving the functional recovery [2].

Previous studies have shown that immunizing with A91

activates a specific immune response that provides significant

neuroprotection and motor recovery after a moderate SCC [6]. In

order to better understand this anti-A91 response we investigated

the features of PA under different SCI severities. The results

indicated that the improvement in motor function observed after

moderate SCI was associated with the prevalence of an anti-

inflammatory Th2 phenotype. In addition, this Th2 phenotype

was capable of releasing significant amounts of BDNF. Previous

studies have shown that immunizing with A91 induces a Th2

phenotype in models of experimental autoimmune encephalomy-

elitis (EAE), in this case the immunization ameliorated the course

of EAE [19]. The present work demonstrated, for the first time,

that A91 also induces a Th2 phenotype in experimental models of

SCI. That finding provides substantial elements to explain, at least

in part, our previous observations about the inhibitory effect of

A91 immunization on iNOS gene expression and nitric oxide

production [20]. Cytokines like IL-4 and IL-10 downregulate the

expression of the iNOS gene, we hypothesized that this effect was

caused by the action of a predominantly IL-4-secreting Th2

phenotype [21,22]. On the other hand, the fact that this Th2

phenotype is capable of increasing BDNF production also provides

more elements to explain the protective action of A91 immuni-

zation. BDNF prevents the death of motor neurons in newborn

rats after nerve transection through its action on tyrosine kinase

(Trk) receptors [23] and also rescues spinal cord motor neurons

Figure 3. Representative histograms of A91-immunized animals. The ability of T cells to proliferate in the presence of A91 peptide was
evaluated using CFSE assays and flow cytometry. Cells stained for CFSE and CD4 were analyzed. Ten thousand events were collected for each sample.
doi:10.1371/journal.pone.0032027.g003

Figure 4. IL-4/IFN-c index in the supernatant of T cells exposed to
A91. Lymphocytes were obtained from rats with moderate spinal cord
contusion (A) or incomplete spinal cord transection (B). TA91 cells
predominantly released IL-4. * Different from PBS (p,0.0001 (A), p = 0.001
(B) Student’s t-test). Bars represent the mean 6 SD of 5 rats. Data was taken
from one of three experiments where the same effect was observed.
doi:10.1371/journal.pone.0032027.g004
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from axotomy-induced cell death [24]. The increased production

of this neurotrophic factor could also be a relevant mechanism of

neuroprotection.

Another significant finding was the reduction of the A91

response after severe SCI. With regard to this, it is worth

mentioning that this loss was observed using the same immuni-

zation scheme used in moderate SCI. Previous studies in our

laboratory have shown that immunizing with 150 mg of A91 is

sufficient to obtain neuroprotection [16] and improve functional

recovery after a moderate SCI [6]. The present work applied the

same scheme and was unable to induce the specific immune

response after either a severe SCC or a complete SCT. Moreover,

the absence of an A91 response was associated with an impaired

motor recovery. The lack of a response could be the result of a

state of immunosuppression developed after injury. The existence

of a SCI-immune depression syndrome (SCI-ICD) has been

reported to develop during the first seven days after injury [25].

Furthermore, our group demonstrated that severe SCC further

worsens this state of immunodepression making humoral and

cellular responses almost inexistent [8]. The impact of SCI on the

immune system is the result of several factors. For instance,

immediately after injury there is a period of increased autonomic

discharge causing catecholamine over-production. Catechol-

amines are capable of inhibiting lymphocyte proliferation [26]

and cause rapid and extensive apoptosis in lymphoid organs [27].

After injury there is also a significant increase in corticosterone, a

steroid hormone involved in regulation of the immune response

[28,29]. According to the above observations, it appears that the

scenario induced by SCI does not allow immune cells to be

competent enough to undergo adaptive immunity activation.

However, several studies (including the present manuscript)

demonstrate that in spite of immune system-suppression after

injury, the activation of a specific response against an immunogen

is still feasible [6,16,30,31]. Nevertheless, the severity of the injury

could be a strong determinant in the functioning of the immune

system. In light of this notion, and considering the results of our

previous work, it is likely that the more severe the SCI, the larger

the impairment in immunological function [8]. Under this context,

we could explain the failure to induce an anti-A91 response and

thus the failure in functional motor recovery in animals with severe

injuries.

In view of the present results, it should be stressed that

stimulation of PA cannot be performed under the basis of a

general paradigm, even if the animals belong to the same strain or

share similar weight and age. The previous observation indicates

that experimental protocols evaluating PA in animals with severe

SCI should consider the altered activation of the adaptive immune

response.

Finally, in animals with complete SCT it is difficult to expect

that PA (even if it is developed) will exert its protective actions.

Since there are no spared axons in complete SCT this model does

not benefit from the effects of neuroprotection. Therefore the

beneficial mechanisms exerted by PA could be directed towards

ameliorating the damage by restoring the neural tissue; however

this phenomenon should be further explored.
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