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RESUMEN

DUARTE UBALDO IVONNE ESMERALDA. Efecto de la ciclusporinag A (CsA A) sobre la

lipoperoxidacidn y recuperacidon clinica en ratas con lesion traumdtica de médula espinal.

Después de que se origina una lesion traumatica de médula espinal (LTME) sc desencadenan una
seric de mecanismos secundarios que destruyen ¢l parénquima medular y ocasionan dafios
neurologicos imeversibles. Uno de estos mecanismos es la-lipoperoxidacion, proceso que consiste
en el ataque de los radicales fibres (RL) a los acidos grasos de la membrana celular, lo cual genera
una reaction ¢n cadena que termina en un dafio celular que se traduce en deficiencias motoras
permanentes. Después de la lesién, las células fagociticas llegan en grandes cantidades al sitio
dafiado y son responsables en gran parte de la produccion de RL. La ciclosporina A (CsA) es un
farmaco inmunosupresor con actividad antiinflamatoria que en determinado momento podria
disminuir la llegada de las células fagociticas y con ello también disminuiria la produccion dec RL y
consecuentemente la lipoperoxidacion que se origina después de una LTME. Ademas la CsA
tarubién ha side propuesta como farmaco neuroprotector y promotor de la regeneracion neuronal,
efectos que implicarian muchas mas ventajas para lograr una mejor recuperacion clinica después de
una LTME. Con el objetivo de cuantificar v comparar la lipoperoxidacion y recuperacion clinica en
ratas con LTME sometidas o no a tratamiento con CsA, se estudiaron un total de 94 ratas adultas,
hembras de la cepa Wistar con un peso de 250-300g. El estudio en general se dividio dos fases: en
ta primera fase sc realizo la cuantificacion de la tipoperoxidacion para lo cual se utilizaron 54 ratas
divididas en 9 grupos de 6 animales cada uno. De estos grupos uno fue estudiado en condiciones
normales (sin ningin procedimiento quirirgico ni LTME), otros tres grupos fueron sometidos sélo
al procedimiento quirargico (laminectomia) sin ser lesionados; a uno de cllos se l¢ administro CsA
y a otro se ke aplicd sulfato ferroso cn €l sitio de la cirugia. A los 5 grupos restantes se les realizod
una lesion severa tipo contusién a nivel de T8-T9, de éstos, 4 recibieron tratamiento con CsA bajo
un esquema previamente establecido iniciando en cada grupo a diferentes tiempos: 1, 2, 6 y 12
horas después de la lesibn. La cuantificacion de la lipoperonidaciém se realizé a las 24 horas
después del procedimiento quinirgico mediante la técnica de fluorescencia descrita por Trigss vy
Willmore. Para ia segunda fase (evaluacidn clinica) se utilizaron 40 ratas divididas ¢en 5 grupos de 8
animales cada uno. En todos los grupos se realizé una lesion tipo contusion, uno de los grupos no
recibio tratamiento con CsA y ¢l resto de los grupos fueron sometidos a un tratamiento con CsA
bajo un esquema previamente cstablecido iniciando en cada unca la |, 2, 6 y 12 horas después de la

lesién. Las prucbas clinicas utilizadas fueron: la prueba del plano inclinado v la prucha de




tocomocion libre sobre cl piso ¢ escala de Tarlov. Para la cuantificacion de la lipoperoxidacion los
datos fueron analizados mediante la prueba estadistica ANOVA de una via seguida de la prueba de
Tukey, mientras que para la evaluacion clinica los datos fueron analizados mediante ¢l analisis de
varianza no parametrico de Kruskall-Wallis,

Los resultados mostraron una disminucion significativa {p < 0.05) de la lipoperoxidacion en los
grupos tratados con CsA en comparacién con el grupo no tratado; observandose que dicha disminucion
fue significativamente mayor en el grupo cuyo tratamiento inicid a las 6 horas después de la lesion. Por
otra parte las prucbas de evaluacion clinica demostraron una mayor recuperacion de la funcién motora
en los animales tratados con respecto a 1os no tratados, a excepeion del grupo cuyo tratamiento inicio a
las 12 horas poslesion. Estos resultados demuestran en primer término, que la administracion de CsA
disminuye la lipoperoxidacién que se origina después de una LTME y ademas que este podria ser uno
de los efectos por los cuales la CsA promueve una mejor recuperacion clinica después de una ETME.
Este trabajo aporta ¢videncias sobre un efecto de la CsA no descrito anteriormente y que ¢s relevante

para que éste farmaco puediesc ser una alternativa terapéutica en el manejo clinico de la LTME.




INTRODUCCION

El sistema nervioso juega un papel importante en ¢l coatrol y coordinacion dc cast todas las
funciones de! organismo. Para su estudio sc ha dividido en dos partes: una central integradora
denominada sistema nervioso central (SNC), el cuat esta integrado por el encéfalo v la medula espinal
v una red de comunicaciones denominada sistema nervioso periférico (SNP) que a su vez se divide en:
sistema nervioso somatico y sistema nervioso auténomo (1).

En el sistema nervioso central la médula espinal es el conducto a través del cual se transmiten fas
sefiales sensitivas y motoras entre el cerebro y el cuerpo (2). Cualquier dafio que se infrinja a la
médula espinal puede interferis con la conduccion del impulso nervioso entre las neuronas del cerebro
y el cuerpo, ocasionando una pérdida total o parcial de la funcion motora y sensitiva a partir del nivel
de la lesion ¢ incluso a regiones distantes de la misma (3). Segun el nivel medular afectado puede
originarse paralisis de ambas piemas (paraplejia) o de todos los miembros {tetraplegia) (2.4). De
hecho [a lesion traumitica de 1a medula espinal (LTME) ha captado el interés de diferentes disciplinas
cientificas y asistenciales, ya que los dafios que ocasiona representan un problema de gran magnitud
en el cual se originan una seric de alteraciones sistémicas que rompen con la homeostasis del
organismo, lo cual ha llevado al desarrollo de modelos experimentales de lesion medular v al estudio
de ltos fendmenos de neuroplasticidad (crecimiento de colaterales nerviosas) v neurodegeneracién
(dafio neural), ademds de la evolucién de diferentes estrategias terapéuticas, mismos que han sido y
siguen siendo de gran utilidad para entender la fisiopatologia de 1a lesion (2,5.6.7).

GENERALIDADES SOBRE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La funcién del sistema nervioso consiste en recibir y percibir un estimulo, procesar la informacion
y producir una respuesta apropiada del organismo para contribuir a su homeostasis (1). El SNC gjerce
diferentes grados de control sensitive y motor sobre la totalidad de los 6rganos del cuerpo. para lo cual
€5td en permanente comunicacion con ellos por medio de impulsos nerviosos conducidos por las

prolongaciones axénicas de las neuronas del SNC y del SNP (8).

Anatomia

El SNC se puede dividir en cinco grandes estructuras:

¢ El cerebro o telencéfalo es una estructura formada por la corteza cerebral, constituida por cuatro
I6bulos principales: frontal, parietal, occipital y temporal; y el micleo basal (8). Son estructuras
relacionadas con las funciones sensoriales (dolor, tacto y propiocepcion), de habilidad motora fina,




actividades de aprendizaje v algunas conductas complejas como las de proteccion, maternal,
sexual y de agresividad (8.9).

¢ Diencéfalo: Regidn que contiene al tilamo como una estacién de retransmision para los sistemas
sensoriales que se proyectan hacia la corteza cerebral y al hipotalamo, ¢l cual controla ai sistema
nervioso auténomo vy la secrecion de hormonas hipofisianas (8,9).

¢ Eltallo cerebral que se divide en tres regiones (8);

Mesencéfalo o cerebro medio: el cual es importante para el movimiento de los ojos y control postural
subconscicnte, ademias conticnc la formacion reticular que es responsable de controlar la
conciencia y modificar los reflejos espinales (9).

Metencéfalo: Donde se encuentra ¢l puente. Contiene los nervios trigéminos (par craneal V) v parte de
sus micleos que transmiten sensaciones de dolor y propiocepcion de la cabeza, es entrada del
nervio craneal VIII y proporciona actividad muscular masticatoria. También se localizan algunos
centros tespiratorios (8,9).

+ Miclencéfalo o médula oblongada: Compuesta por varios micleos y vias ascendentes o
descendentes, en esta region se localizan los nervios craneales VI o abducens, VI o facial, VIll o
vestibulococlear, X o glosofaringeo, X o vago, XI o espinal y XII o accesorio, los centros que
controlan la respiracion, la presion sanguinea y el latido cardiaco (8).

¢ El Cerebelo, es una estructura formada por numerosas extensiones, su funcion integral se refiere al
control de la actividad motora voluntaria, regulacion del tono muscular y mantenimiento del
equilibrio (8).

¢ La médula espinal c¢s la region mas caudal de! SNC. Es el relevo sindptico de vias motoras o
descendentes que se originan en otras areas del SNC, asi como de vias para la sensacion somatica
originada en receptores de cabeza y miembros (10). Se divide cn dos porciones:

1. -La sustancia gris que tiene una forma de H o mariposa v se localiza centralmente (figura 1).
Contiene los cuerpos celulares de neuronas sensoriales intemunciales y motoras bajas (10).

2. -La sustancia blanca que esta dividida en grupos de axones ascendentes y descendentes ilamados
tractos, los cuales reciben su nombre de acuerdo al lugar donde inician y donde terminan. Se
conocen tres sistemas de TRACTOS SENSORIOS: los gspingcerebelares que llevan informacion
inconsciente al cerebelo y participan en la coordinacion de movimientos, el sistema dorsal de la
columna que involucra a las vias que transportan propiocepcion consciente 0 sensacion de posicion
de miembros y tronco, ademais de informacion sobre dolor superficial localizado y el sistema
espinotalimico el cual acarrea informacion de dolor y temperatura de todo el cugrpo. Y cuatro de
TRACTOS MOTORES: rubroespinal, corticoespinal o piramidal,  vestibuloespinales v




reticuloespinales estos participan en la coordinacion de la actividad motora voluntaria y extensora
o postural (3). '

Para su proteccion se encuentra dentro de la estructura ésea Hamada columna vertebral v ademas esta
cubierta por tres membranas de tejido conjuntivo laxo denso [figura 2] (10): la duramadre adherida al
periostio de la columna vertebral, la aracnoides que forma proyecciones que la conectan con la
piamadre, formando entre ambas el espacio subaracnoideo, donde circula ¢l fluido cercbroespinal o
liquido cefalorraquideo (10).

Histologia

Hay dos clases de células en ¢f SNC: Las neuronas, responsables de las funciones caracteristicas del

sistema nervioso y las células de la glia o intersticiejes con importantes funciones accesortas. (9,11).

Las neuronas son estructuras especializadas para recibir estimulos y conducir el impulso nervioso.

Ticnen distintas formas y tamafios, sin embargo todas poseen una estructura basica similar [figura 3]

{(9,10):

* Cuerpo celular.- También [lamade soma o pericarion, en él se encuentran las estructuras basicas de
una célula: nicleo, aparato de Golgi y reticulo endoplasmico entre otras (9).

*+ Dendritas - Son extensiones del cuerpo celular en forma de ramas. Funcionan como aparato
receptor para recibir sefiales de neuronas adyacentes (9).

* Axon.- Es un proceso tubular fargo que se extiende desde el soma y termina en las teominales
presindpticas. Constituye la unidad de conduccion de la neurona. Transmite la informacion en
forma de potenciales de accion. (9,11).

* Terminales presinapticas.- Liamados botones terminales, transmiten la informacion a otra célula
adyacente (neurona, musculo, glandulas) por medio de sefiales quimicas (neurotransmisores)
(10,11).

Las células de la glia se encargan de la proteccion, nutricion vy el sostén del tejido nervioso (Banks

1986). Estan representados por:

* Astrocitos.- Son importantes células de sostén y reparacion e incluso pueden transformarse en
células fagociticas si existe una lesion. Hay dos clase de astrocitos: fibrosos o protoplasmicos,
dependiendo si se encuentran en la sustancia blanca o gris respectivamente. (8,10).

¢ Oligodendrogliocitos.- Son células que se interdigitan entre los axones y somas de las neuronas. Son
responsables de la mielinizacitn de los axones en €l SNC (10). La mielina ¢s una membrana lipidica
que cubre a los axones en intervalos regulares, estos intervalos son denominados nodos de Ranvier.
Funciona como un aislante eléctrico que transmite el impulso eléctrico a una mayor velocidad (9),




» Ependimocitos.- Son células que revisten ¢l conducto neural formado durante el desarrollo
embrionario- En adultos tapizan el sistema ventricular del encéfalo y médula espinal. Participan en
la formacion de LCR. (10).

o Microglia: Son células dispersas en el SNC, miembros dei sistema reticuloendotelial con funcidn
fagocitica en lesiones menores (8,10).

Fisidlogia

El SNP recibe estimulos y los convierte en informacion 1til como potenciales de accion, tos cuales se
transmiten al SNC, donde se origina una respuesta refleja o se transmiten a niveles de integracion
mayores que integran, relacionan ¢ interpretan la informacion y producen la respuesta como potenciales
de accion que se transmiten por las terminales nerviosas del SNC y SNP a sus drganos efectores (10).
Potencial de aceion

En estado de reposo, ¢l interior de 1a membrana celular es negative, comparado con el exterior (9). Esto
se debe principalmente z los iones a los cuales la membrana es semipermeable: Na+ y K+ La'
concentracion de ambos es diferente en el interior con respecto al extenior de la célula: En ¢l interior, ¢l
K+ se encuentra en mayor cantidad a diferencia del Na+ (cuya concentracion es menor), observandose
lo contrario en el espacio extracelular (11). Cuando existe un estimulo mecanico o quimico capaz de
provocar una respuesta, se producen una serie de eventos: la membrana se vuelve permeable al Nat, el
cual se precipita al interior de la célula, haciendo positivo ¢l interior v negativo el exterior
(despolarizacion), Poco después la membrana se vuelve impermeable al Na+ y el K+ sale de la célula
{repolarizacién), entonces el interior se hace negativo con respecto al exterior (9,11). Durante la
repolarizacion el Na+ se saca activamenie y regresa el K+ por medio de la Bomba de Na+-K+a mpu, €0
una relacion 2:1 respectivamente, con lo que se restablece la concentracion idnica onginal. La
despolarizacién ocurre a lo {argo del axdn hacia su porcién terminal donde es liberada la sustancia
neurotransmisora, que estimula o inhibe a un receptor, neurena, glandula o misculo (11).

La velocidad de conduccion depende del grosor de la vaina de miglina y del diametro del axon.
Mientras mayor es el diametro del axén v mas gruesa la capa de mielina, mayor sera la velocidad de

conduccion (9).

GENERALIDADES SOBRE INFLAMACION
La inflamacion es la respuesta de los tejidos a 1a lesion o a la irritacion. Este proceso es un
mecanismo protector, cuyo objetivo final es eliminar del organismo el origen de la lesion tisular y sus

consecuencias: tejido y células necroticas (12).




En la respuesta inflamatoria participan tejido conectivo, plasma, células circulantes, vasos sanguineos
y constituyentes intra y extracelulares. Segin su gravedad v duracion se reconocen dos tipos de
inflamacion: a) la inflamacién aguda, caracterizada por la exudacién de un liquido rico en proteinas
plasmaticas y enigracion de leucocitos. Su duracion es de minutos a horas y b) la inflamacion cronica
que tiene una mayor duracidn y su principal caracteristica ¢s la presencia de linfocitos v macrofagos,

ast como la proliferacion de vasos sanguineos y tejido conectivo (12,13).

Inflamacidn aguda

La inflamacién aguda comprende la reaccion inmediata y temprana a un agente ofensivo. Esta
reaccion tiene tres componentes principales;
1. - Alteracidn en el calibre vascular con cambios en el flujo sanguineo:

Después de una lesidn se presenta una vasoconstriccion transitona de las arteriolas que sc
continiia por una vasodilatacién localizada, lo cual aumenta ¢l flujo sanguineo durante varias horas.
Posteriormente se brcsenta un aumento en la permeabilidad vascular acompaiiada por un pequeiio
retardo en la circulacién, que genera la salida de un liquido rico en proteinas {exudado) hacia los
tefidos, esto origina la concentracion de los enitrocitos en los vasos y un aumento en la viscosidad de
1a sangre, lo cuat produce una estasis sanguinea, en la que se observa la orientacion periférica de los
leucocitos, principalmente neutréfilos, a lo largo del endotelio vascular {(marginacion leucocitaria).
Después de adherirse a los vasos sanguineos, los leucocitos emigran hacia los tejidos circundantes, a
través de fenestraciones entre las células endoteliales {13).

2.- Cambios estructurales en la vasculatura que permiten que las proteinas plasmdticas y leucocitos
salgan de la circulacion:

La permeabilidad de los vasos sanguineos aumenta en dos etapas: la primera aparece
inmediatamente v se produce por el efecto de los factores vasoactivos liberados por los tejidos
lesionados y la segunda, producida después de varias horas, se debe a la contraccion de las células
endoteliales y perivasculares, cuya consecuencia es la separacion de éstas y el escape del liquido hacia
los espﬁcios intercelulares. Otros mecanismos gue aumentan la permeabilidad vascular son la necrosis
y desprendimiento celular originados por la lesion endotelial directa y mediada por leucocitos,
acompafiada de adhesién plaquetaria y trombosis (12).

3IMiigracion de leucocitos desde la microcirculacion y su acumulacion en el foco de la lesion:
E! transporte de leucocitos se puede dividir en:




--Marginacion, rodacion v adhesion. - Normalmente dentro de los vasos sanguineos, los eritrocitos y
leucocitos estan confinados al eje central de la circulacion. Sin embargo durante la inflamacion. los
leucocitos salen de la columna central y se ruedan hacia la periferia, concentrandose a lo largo del
endotelio y se adhieren a este en ciertos puntos (marginacion). Con el tiempo el endotelio se reviste
completamente de leucocitos (pavimentacton) (12,13). La adhesion leucocitaria esta determinada por
la expresion de moléculas de adhesion sobre el leucocito v/o superficie endotelial, algunas de ésta se
denominan integrinas, como LFA-1, Mac-1, P150-95, ICAm-1, ELAM-| y VCAM.-1 (i4).

~-Migracién y quimiotaxis.- Después de la pavimentacion, los leucocitos se desplazan sobre la
superficie endotelial ¢ introducen sus seuddpodos en las uniones interendoteliales adquiriendo una
posicion entre células endoteliales y membrana basal. Finalmente los leucocitos atravicsan la
membrana basal y entonces escapan hacia el espacio extravascular. Tanto neutréfilos como
monceitos, linfocitos, eosindfilos y baséfilos utilizan este mecanismo para llegar al sitio de 1a lesion
(12).

Los leucocitos llegan al sitio de la lesién por medio de un proceso denominado quinmotaxia. Las
sustancias quemiotacticas pueden ser: bos productos bacterianos solubles, los componentes del sistema
del complemento, especiaimente C3a y los productos de! metabolismo del acido araquidénice por la
via lipoxigenasa, principalmente €l leucotricno By (15).

-Fagocitosis y degranulacién.- La fagocitosis consiste en el reconocimiento v fijacién de la particula
extrafia para ser ingerida por el leucocito y ser eliminada o degradada. El rcconocimiento v fijacion de
la particula extrafia s¢ logra por medio de factores séricos conocidos como opsoninas, las cuales se
fijan a sus receptores especificos en los leucocitos. Las opsoninas principales son: ¢l fragmento Fc de
la inmunoglobulina G v M (IgG e IeM) v el factor C3b del complemento junto con sus reccptores FcR
y Mac-1 respectivamente (13,15).

Después que las particulas fueron opsonizadas, los leucocitos emiten prolongaciones citoplasmucas
{seudopodos) que engloban la particula y forman la vacuola fagocitica, la cual se fusiona con la
membrana de un granulo lisosomico, formando un fagolisosoma, entonces, ¢l contenido del granulo
lisosomico s liberado (degranulacion), dando lugar al paso final en la fagocitosis: la eliminacion y
degradacion del material extrafio, mediante las especies de oxigeno reactivo, ademas de la BPI
(proteina que aumenta la permeabilidad bacteriana), lisosima, lactoferrina, algunos peptidos

denominados defensinas y el pH acido que permite 1a accion de hidrolasas acidas (12,13).




Mediadores guimicos de la inflamacion

Los mediadores quimicos de la inflamacién se originan a partir del plasma o de las células
lesionadas o endoteliales, algunos se encuentran en forma de precursores que s¢ deben activar
mediante diferentes procesos para poder actuar biolégicamente, otros se retienen cn los granulos
citoplasmaticos cclulares y son sintetizados y/o secretados en respuesta a un estimulo. Una vez
activados y liberados, son inactivados o climinados rapidamente. Su actividad la realizan mediante
una fijacion a los receptores especificos de células blanco, las cuales también pueden liberar
mediadores quimicos con actividad similar e incluso opuesta a la accion inicial del mediador

(12,15), Entre los mediadores quimicos de la inflamacion se encuentran:

-Amiras vasoactivas:
Representadas por la histamina y serotonina.

La histamina se forma por descarboxilacion de la L-histidina. Es almacenada cn céfulas cecbadas,
basdfilos v plaquetas y se liberan por degranulacion de las células en respuesta a distintos estimulos:
traumatismos, calor, reaccion inmunitana, anafilatoxinas y neuropeptidos. Entre sus funciones se
encuentran la contraccion del musculo liso, con lo cual incrementa la permeabilidad vascular, la
quimiotaxis para eosindfilos y bloqueo de la funcion de linfocitos T, sin embargo dependiendo de los

receptores de las células efectoras (HI1 o H2) pueden presentarse respuestas inversas (12.13,13).

La serotoning se produce por la descarboxilacién del 5-hidroxitriptofano. Es almacenada en el
tracto gastrointestinal, en el sistema nerviose central y en los granulos densos de las plaquetas, a pesar
de que su papel en la tespuesta inflamatoria ain o esta claro, se ha observado que la serotorina
aumenta la respuesta fagocitica a los quimioatrayentes. el crecimiento de fibroblastos in vitro, ¥

estimufa la formacion de colagena (15).

- Proteinas plasmaticas:
Sistema cinina. La activacion de este sistema conduce a 1a formacion de bradicinina. la cual causa
vasodilatacion, permeabifidad aumentada, contraccion del misculo liso extravascular v actia sobre la

via def complemento ai promover ta formacion de C5a a partir del componente C5 (12, 15).

El sistema del complemento consiste en una seric de proteinas plasmaticas, presentes en forma
inactiva en el plasma como Cl a C9, que tienen una imporante intervencion en la inmunidad y la

inflamacién. El paso critico en la elaboracion de las funciones del complemento, es la activacion de




su tercer componente (C3). Despuds de que se activa este componente v se genera el factor C3b, se
activan los factores restantes, los cuales amplifican el proceso inflamatorio (15).

El factor C5a denominado anafilatoxina, aumenta la permeabilidad vascular y causa vasodilatacion al
estimular las células cebadas, también activa la via de la lipooxigenasa en neutrofilos y monocitos,
causando  sintesis vy libcracion de mediadores inflamatorios. También causa adhesion de los
neutrofilos al epitelio y gjerce quimiotaxia sobre monocitos y neutréfilos (12).

El factor C3b actia como opsonina y favorece la fagocitosis por neutréfilos y macréfagos que portan
receptores de superficie celutar para C3b (12).

El sistema de coagulacidn es una cascada enzimatica cuya accion se desencadena después que se
activa el primero de sus componentes: el factor de Hageman (factor XII), debido a la lesion del
cndotelio vascular. Las reacciones desencadenadas por ta activacion del factor XII forman grandes
cantidades de ‘trombina, la cual actia sobre ¢l fibrindgeno para producir filamentos insolubles de
fibrina (13).

El factor XII también activa el sistema fibrinolitico, que a su vez activa el factor activador del
plasminégeno, generando plasmina, esta enzima destruye la fibrina y libera fragmentos peptidicos,
que ejercen efectos quimiotacticos sobre los neutréfilos (13).

Ademas este factor también actia sobre una proenzima para generar calicreina, que actia sobre

globulinas o plasmaticas, liberando pequefios péptidos que reciben e nombre de cininas (13,13).

- Mediadores de origen lipidico

Eicosanoides: Cuando las membranas celulares son lesiopadas, las fosfolipasas celulares son activadas

y pueden actuar sobre los fosfolipidos de membrana, liberandoe acidos grasos (13). El acido graso que

se encuentra en mayor cantidad en los fosfolipidos de membrana es ¢l acido araquidénice. Este puede

metabolizarse mediante dos vias:

a) 1a viade la ciclooxigenasa que da lugar a la sintesis de prostaglandinas, prostaciclinas v
tromboxancs, Estos metabolitos tienen distintas actividades biologicas, ya que atgunos provocan
vasoconstriccion (TxA2, PGF2), otros causan vasodilatacién (PGE, v PGE; vy la prostaciclina
PGlL). Ademas la prostaglandina E, aumenta 1a permeabilidad vascular y parece tener efecto
supresor sobre la liberacidn de mediadores a partir de las células cebadas, linfocitos y fagocitos
(15).

b) La via de la lipooxigenasa que origina leucotrienos, los cuales producen vasoconstriccion (Ca, D,
E. ) y ejercen un efecto quimiotactico para neutréfilos y eosindfilos (Bs). LTB, puede ser
sintetizado por macrdéfagos y baséfilos (13,15).
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Factor activador de plaquetas (FAP) que cstimula la apregacion plaquetaria. Sus acciones son

aumentar la permeabilidad vascular, gjercer un efecto quimiotactico para neutrofilos v estimular fa

liberacién de enzimas lisosomales y productos oxidantes reactivos (15).

-Citocinas

Son polipéptidos producidos por distintas células, principalmente macréfagos v linfocitos. que

modulan la funcidn de otros tipos celulares (14,15). Las citocinas proinflamatorias son:

a)

Interleucina 1 (IL-1). - Producida por distintas células, principalmente macrofagos vy
queratinocitos en respuesta a estimulos como endotoxinas, anafilatoxinas, CSF-1 (factor
estimulante de colonias-1), TNF, TGF-8, por el contacto con células T e IL-l1 misma, Su
produccion es inhibida por prostaglandinas, corticoesteroides, interleucina 10 (IL-10). Durante la
reaccidn inflamatoria produce reacciones sistémicas como fiebre, disminucion de hierro en plasma
y aumento de cobre. Estimula la adhesion de neutrofilos al endotelio vascular, la produccion vy
proliferacion de linfocitos CD4+ y CD8+, la sintesis de interleucinas: IL-2, IL-6, IL-8 ¢ incluso IL-
1. Aumenta la funcion de células presentadoras de antigenos, estimula la liberacion de PGE2 y
corticoesteroides, induce la maduracién y proliferacion de células B, sintesis de inmunoglubulinas,
aumenta la funcion de las células asesinas {NK) y estimula la sintesis de monocinas como el TNF
(16).

b} Factor de necrosis tumoral (TNF). - Producida por macrofagos activados v otras células,

c)

incluyendo los linfocitos T, que producen una linfotoxina (TNF-B) con acciones similares. Su
produccion es estimulada por IL-1, ¢l factor estimulante de las colonias de granulocitos-monocitos
(GM-CSFs), CSF-1, iterferon gamma (IFN-y) ¢ incluso TNF. Sus propiedades inflamatorias
incluyen el aumento en la adhesion, generacion del estallido respiratorio v degranulacion de
neutréfilos, aumento en la expresion de moléculas de adbesion en células endoteliales, induce la
produccion de IL-1 y prostaglandinas en macrofagos, aumenta la proliferacion de células
presentadoras de antigeno (APC), Ia expresidn del receptor de 11.-2 y produccion de IFN-y (16,17).
Interleucina 6 (IL-6). - Producida por macrofagos, fibroblastos, células endoteliales y algunas
células T. Esta muy relacionada con IL-1 y TNF, ya que las tres moléculas son modutadoras de su
sintesis. Es promotora de la hematopoyesis, induce la proliferacion v secrecion de
inmunoglobulinas en células B, apoya cn la proliferacion de células T y su respuesta a IL-2,

promueve la generacion de linfocitos T citotéxicos (CD8+) y aumenta su respuesta a [L-2 (16),

d) Interferon (IFN). - Son diferentes moléculas clasificadas basindose en las células que las

producen: INF- de leucocitos, IFN-y de linfocitos ¢ INFB de fibroblastos. Su produccion es

11




€)

estimulada por infecciones virales, componentes bacterianos, parasitarios o fungales, algunas
citocinas como CSF-1 y PGDF. E! I[FN-y activa a macrofagos, el INFy-p actiia como cofactor en
la mitosis de factores del crecimiento (CSF-1, PDGF y EGT-1 o factor de crecimiento
epidermico), [L-2 e IL4, aumenta la funcion de las APC, induce el aumento en la expresion de los
antigenos clase 11 del complejo principal.de histocompatibilidad, aumenta la produccion de IL-1 y
TNF, incrementa la actividad de las células NK, su metabolismo y secrecién de moléculas
citoliticas, asi como la liberacion de histamina a partir de baséfilos, estimula la proliferacion de las
células B y de linfocitos CD8+ (17).

Factor de crecimiento transformante (TGF-B). - Producido por plaguetas, rifion bovino,
macréfagos activados en hueso, linfocitos T y B, algunas células timicas, médula dsea e higado
fetal. Suprime la proliferacion de leucocitos, estimuta la angiogénesis v proliferacion de células del
tejido conectivo, tienen efectos antiproliferativos sobre células epiteliales, endoteliales, de masculo
liso, hepatocitos fetales y células linfoides, eritroides y mieloides, inhibe la produccion de
linfocinas y sintesis del oxido nitrico (ON} a partir de macrofagos activados por INF-y, inhibe la
adhesion endotelial de leucocitos, es quimioatrayente para neutrofilos, linfocitos T y monocitos
activados, estimula a los linfocitos CD4+ para diferenciarse a células th-1 productoras de IL-2 e
INFa. (18).

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).- Producidos por mﬁcréfagos, células
endoteliales, granulos plaquetarios y fibroblastos. Estimula la proliferacion de fibroblastos,
funciona como factor quimiotactico para neutrofiles y monocitos, estimula la produccion de acido
hialuronico, IGF-1 y TGFp, induce la activacion de la liberacion enzimatica, produccion de
oxigeno reactivo y adhesion de neutrofilos, induce la expresidn de quimocinas, aumenta la
expresion de los antigenos clase }I del complejo principal de histocompatibilidad sobre macrofagos

y tiene efectos vasoconstrictores (15).

g) Quimocinas. Su produccion es inducida por mediadores endogenos como IL-1, TNF, PGDF e

IFNy (18).

La interleucina 8 (IL-8) es producida por monocitos, neutrofilos, fibroblastos, células endoteliales
v queratinocitos. Ejerce efecto quimiotictico sobre meutrdfilos, basofilos y células T CDé+ y
CDS8+, activa la liberacién de enzimas a partir neutréfilos y promueve su adhesion a células
endoteliales (18).

El factor estimulante del crecimiento de melanoma (MGSA) es un producto de lineas de células
oncogénicas (GRO). Son activadores y quimioatrayentes de neutrofilos. GRO estimula la
hematopoyesis por medio de la produccion de CSF-1 y GM-CSF. Sus actividades son similares a
los de IL-8 (18).
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- E! factor plaquetario 4 (PF4) y e} CTAPIII son producidos por monocitos y plaquctas. Son factores
quimiotacticos para fibroblastos y neutrdfilos (15,18).
ENA 78.- Producido por células epiteliales en respuesta a fL-1 y TNF. Ejerce accidn quimiotactica
sobre neutréfilos (15,18).
[P10.- Liberado por monocitos, queralin_ocitos y células endoteliales en respuesta a [INFy, Funciona

como quimioatrayente para linfocitos activados (15,18).

MCAF o MCP-1.- Producido por monocitos, fibroblastos y células endoteliales. Es factor
quimtiotictico para monecitos y basofilos, activa la degranulacion de monocitos y basofilos, es
citostatico para células tumorales y regula la expresion de moléculas de adhesidn (13,18).

1-309. - conocido como TCA-3, producido por linfocitos activados, achia como quimioatrayente
para monocitos (15,18). ’

RANTES .- Liberado por monocites y plaquetas, es factor quimiotictico para monocitos y células
de memoria, promueve la adhesion endotelial de linfocitos T y estimula la degranulacion de
basofilos (18).

LD-78 o muMIP-1.- Atrae monocitos, linfocitos T activados, principalmente CD8+, linfocitos B y
eosinéfilos. ACT-2 es una molécula simitar a LD-78 que atrae principalmente linfocitos CD4d+,
activa la produccién de TNF, IL-6 e IL-1 a partir de macrofagos. Estimulan 1a adhesion endotelial
de linfocitos T (18).

Como se puede‘ observar, las citocinas estimulan 1a produccion de una cascada de citocinas diferentes

que se modulan unas con ofras, ya sea potencializando sus efectos o bien contrarrestindolos (12,18).

Inflamacién cronica

La transicidn de aguda a cronica ocurre cuando la respuesta inflamatoria aguda no puede ser
resuclta. Se caracteriza por la entrada nociva de céhulas mononucieares que incluyen macréfagos,
linfocitos v células plasmaticas, destruccion tisular y fibrosis (12).
Los macrdfagos.tienen el potencial de ser activados, lo que origina una aumento en ¢l tamafio de la
célula, de sus enzimas lisosomales y de su podcr- fagocitico (15). Las sefales de activacion incluyen
linfocinas secretadas por linfocitos T sensibilizadas, endotoxinas y contacto con superficies cubiertas
por fibronectina u otras sustancias quimicas, algunas de fas cuales se generan durante la inflamacion
aguda (12). Después de la activacion, los macréfagos secretan una gran variedad de productos
biolégicamente activos (enzimas, proteinas plasmaticas, metabolitos reactivos del oxigeno, productos
del metabolismo del icido araquidonico , citocinas, etc.) que son mediadores importantes de la
destruccion tisular caracteristica de la inflamacion cronica (15).
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Los linfocitos son otros tipos celulares presentes que tienen una relacion reciproca con los
macrofagos. Los linfocitos son activados y producen linfocinas, una de éstas, el INF-y, es un
estimulador principal de los macréfagos. Las monocinas (productes de los macréfagos) a su vez
activan a los linfocitos que por si mismos también producen mediadores inflamatorios (12).

Las células plasmaticas producen anticuerpos que se dirigen contra componentes alterados de

los tejidos (12). Finalmente la fibrosis s una caracteristica de una reaccion inflamatoria cronica (12).

Una funcién critica de la inflamacion es e} transporte de leucocitos al sitio de la lesion para
eliminar e} agente extrafio y degradar el tejido necrotico, ya que en muchos casos fos leucocitos
pueden prolongar la inflamacion e inducir €l daiio tisular [ver figura 4} al liberar sus enzimas
lisosomales, mediadores quimicos, especies reactivas de oxigeno vy productos del metabolismo del
acido araquidonico hacia el espacio extracelular (12,13,15), muchas de estas sustancias provocan el

dasio tisular mediante el proceso de lipoperoxidacién {19,20).

GENERALIDADES SOBRE LIPOPEROXIDACION
La interaccion de fos radicales libres con los dcidos grasos se denomina lipoperoxidacién (21). La
lesion tisular mediada por radicales libl;es (RL) es el resultado de reacciones anormales e
incontroladas de cstas moléculas con varios compartimentos celulares [ver figura 5] (20). Los acidos
grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de membrana y el colesterol son las estructuras celulares

mas susceptibles de ser atacados por fos RL. (19, 22).

Radicales libres

Son moléculas altamente reactivas que tienen uno o mas clectrones desapareados ya sea por pérdida o
ganancia de cllos (21). Los radicales libres (RL) conocidos incluven los singuletes delta v sigma del
oxigeno (;07), el anién superoxido ('0-) y el radical hidroxilo (*OH) v su principal precursor el
peroxido de hidrogeno [HyO,] (4). Otros radicales hibres son ¢l azufre (S), nitrogeno (N), cloro (Cl),
carbono (C), etc., estos radicales son susceptibles de asociarse con €l oxigeno v formar otros radicales
como ¢l oxido nitrico (¢ON). Los metales como el Fe, Mn., Co, Ni v Cu que pueden contener

electrones sin aparcar también pueden considerarse radicales libres (21.23).

Fuentes de radicales libres
0 RL de oxigeno: Existe un gran nimero de fuentes para la formacion de estc tipo de radicales.
a)Mitocondria. Usualmentc la mitocondria reduce ¢l $3% det oxigeno consumide por las células a agua

por medio del transporte secuencial de enatro electrones. En condiciones normales el 1 al 2% del flujo
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de electrones mitocondrial es transformado en ¢ radical superoxido. El superoxido ('0y) es
eficientemente dismutado a peréxido de hidrogeno (H,0,) por la enzima superoxido dismutasa (SOD)
para evitar que cause dafie (21.23).

b)Catecolaminas. La fase de isquemia durante un insulto esti caracterizada por la liberacion de
norepinefrina v dopamina a partir de {a innervacion simpatica de la zona. Estas catecolaminas son
desdobladas por medio de la enzima monoaming oxidasa, lo cual involucra la oxidacién de un sustrato
y la produccion de clectrones, que pueden reaccionar con moléeulas de oxigeno y producir radicales

hidroxiio (OHs) y también peroxido de hidrogeno (Hx0,) ( 4,21,23).

¢)Xantina oxidasa. Esta enzima realiza la oxidacién de hipoxantina y xantina a acido anico, reaccion en
la cual se produce la reduccién de oxigeno molecular a superoxido. La xantina oxidasa se ha
encoitrado en células endotehales capilares incluyendo los capilares cerebrales, ademas del

parénquima cerebral (4,19,24).

d)El estallido respiratorio de neutrdfilos. La activacion de los fagocitos mononucleares,
principalmente neutréfilos involucra el incremento en su consumo de oxigeno, proceso conocido
como "estallido respiratorio”. Los neutrofilos poseen sobre su superficie la NADPH oxidasa que
oxida la NADPH (dinucledtido de nicotinamida adenina reducida), proceso en el cual se reduce el
oxigeno a superoxido ('02). E! '0s- s convertido a peroxido de hidrégeno (H,0,). principalmente
por dismutacion espontanea y otro tanto por la superoxido dismutasa. Luego el H;O.  se reduce por
la enzima m.cloperoxidasa (presente en los granos azurofilos) v presencia de Cl a acido hipocloroso
(HOCI), ambos productos son muy toxicos (19,20.25).

e)l! radical hidroxilo (¢OH) se produce por varios mecanismos, uno de ellos, la reaccion de Fenton,
se debe a la reaccion del peroxido de hidrégeno con sales de hierro: H;0, + Fe¥* = Fe®* + «OH. Este
radical ¢s muy toxico ya que es capaz de extraer electrones de una gran cantidad de compuestos con la

formacion de nuevos radicales que pueden oxidar otras sustancias (23).

JMacréfagos. Entre Jos numerosos productos de secrecidn de estas células se encuentran las especics
reactivas de oxigeno (ROS) como son el superoxido ('0,), peroxido de hidrogeno (H.04) y el acido
hipocioroso (HOCH), ademias de las especies reactivas de nitrégeno que incluyen ¢l oxido nitrico
(*ON), nitrito y diéxido de nitrégeno (26). EI #ON puede formar peroxinitrito, esta molécula puede

reaccionar en soluciones acuosas para formar acido peroxinitroso, el cual mediante rearreglos
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moleculares genera nitrato, #OH v dioxido de nitrégeno. El peroxinitrito es una molécuta que favorece

la lipoperoxidacion (27).

gCascada del deido araquidénico. Durante la produccion de metabolitos del dcido araquidénico se

generan los radieales superoxido ¢ hidroxilo como subproductos (4, 20).

El proceso de lipoperoxidacion

La lipoperoxidacion se inicia cuando un radical libre remueve un atomo de hidrogeno de un
metileno de la cadena de carbonos de la membrana celular(21,22), esto genera un radical de acido
graso, (ya que existe un ¢lectrén desapareado en el dtemo de carbono afectado). Después de varios
amreglos intemos, el radical de acido graso reacciona con oxigeno molecular produciendo radicales
lipoperoxil (ROOw) y alquit lipida (19,21,24), los que a su vez sustraen hidrogeno de otras moléculas
de acidos grasos, producicndo hidroperoxidos de lipido (R-O0H), que se descomponen ficilmente y
forman radicales alcoxi (RO#) y peroxi (ROO#) estableciéndose una reaccion en cadena durante la
cual se liberan productos alifaticos que alteran el micleo hidrofobico de la membrana, ocastonando un
desarreglo estructural de la misma (20,2124}, El proceso termina al dismimuir los sustratos debido a la

accion de sustancias enddgenas v exdgenas antioxidantes (19,20,23).

Defensas antioxidantes del organismo

La toxicidad de los radicales libres es minimizada a través de los mecanismos de defensa celulares
como:
*Superoxido dismufasa (S01)). Es una enzima que convierie al ion superoxido en peréxido de
hidrégeno (H,04. Se conocen dos formas de esta enzima : la SOD dependicnte de manganeso, que se
encuentra en la mitocondria v Ia SOD cobre-zinc que se encuentra en el citosol. El sistema nervioso
tienc una cantidad moderada de ¢sta (20.21,22.23).
* Cetalasa. Enzima que transforma el H,O, en agua v oxigeno. Se encuentra en grandes cantidades en
los peroxisomas del higado, riidn v eritrocitos, pero no en el SNC (20,21,23).
*Cutation peroxidasa ((GSH peroxidasa) y glutation reductasa. La GSH peroxidasa es una enzima
citosdlica cuyo cofactor ¢s el sclenio. Transforma el H;O; en dos moléculas de agua, en esta reaccién
participan dos moléculas de glutation reducido (GSH) que ceden dos hidrogenos y se forma entre elfas
un enlace disulfuro (GSSG) . El glutation se regenera mediante la glutation reductasa en presencia de
NADPH. Los lipoperdxidos son reducidos en presencia de glutation. Esta presente en el sistema

nervioso en cantidades moderadas (21,22.23).
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*Vitamina A. Incluvendo los betacarotenos y carotenoides de los pigmentos de las plantas. Se ha
observado su efecto antioxidante in vitro. A altas concentraciones protegen del riesgo de cancer v
enfermedades cardiovasculares. Su efecto antioxidante aun no esta claro (21,22).

*Vitaming E. Es un grupo de compuestos entre los cuales ¢l tocoferol es el mas importante. Bloguea la
cadena de Lipoperoxidacion al donar un itomo de hidrégeno al radical peroxilo (ROOs)
convirtiéndose en un radical poco reactivo. Su deficiencia causa degeneracidn de algunos tejidos,
principalmente musculo estriado (21,22).

*Vitamina C. Por una parte recicla radicales tocoferilo, es un buen atrapador de radicales libres v
detoxifica contaminantes del aire {(ozono, 6xidos de nitrogeno), sin embargo en altas concentraciones
parece tener efectos prooxidantes. Existe en grandes cantidades en el SNC (21,22).

*Flavonoides y otros fenoles. Estos productos inhiben las lipooxigenasas y pueden scr prooxidantes al
mezclarse con iones de cobre y hiemro (21).

*Proteinas gue se unen a metales: Transferrina, ceruloplasmina, fersitina y metaleotonina.

Distribuidas en diferentes tejidos (20}

El organismo genera radicales libres (RL) en bajas concentraciones como consecuencia del
metabolismo realizado en muchos procesos fisioldgicos, sin embargo cuando su produccién no es
controlada, como sucede en muchas condiciones patologicas, los RL se convierten en moléculas

demasiado reactivas que llegan a ser destructivas para células y tejidos (20).

LESION TRAUMATICA DE MEDULA ESPINAL (LTME)
La LTME es un término amplio que se refiere al dafio causado en a méduta espinal debido a

innumerables causas que originan condiciones indeseables que pueden culminar con Ja muerte (3,4).

Antecedentes

Hace 3000 aiios los egipcios realizaron la primera descripcion de una LTME v sus cfectos.
desde entonces v hasta mediados de los afios cuarenta, en este siglo, la mayoria dc los pacicntes
morian durante las primeras semanas a consecuencia del trauma imcial, por infecciones v otras
complicaciones sistémicas (28). Posteriormente, con ¢l avance en distintas disciplinas cientificas v
clinicas (farmacologia, rehabilitacion, cirugia, etc.) se mejordé notablemente la posibibdad de
sobrevida. A pesar de ello, la incidencia de morbi-mortalidad sigue sicndo considerablemente clevada.
atin en centros especializados en este tipo de lesion (3.28). El tratamiento medico y la recuperacion del
individuo tiene un alto costo debido a los recursos tecnolégicos que se necesitan v las limitaciones que

se observan para reintegrar al individuo a sus actividades productivas (28). En México. a diferencia de




otros paises, no se cuenta con un estudio epidemiolégico que describa la incidencia, mortalidad,
evolucion postraumatica y el costo de atencion médica de este tipo de lesiones.

Fisiopatologia de la lesion traumdtica de médula espinal (L TME)
La LTME ocasiona un dafic mecanico directo ¢n ¢l sitio de la lesion. Ademas existe una lesion
retardada que se desarrolla de horas a dias despucés de la leston mecanica, esto ha permitido dividir la

fisiopatologia de la LTME en "lesidén primaria” v "lesion secundaria" (4).

La lesion primaria es el resultado directo del trauma inicial y sus consecuencias varian de acuerdo al
tipo ¢ intensidad del mismo (4).

La lesion secundaria es producida por una secuencia de eventos que siguen a la lesion primaria. Los
estudios experimentales v las observaciones clinicas han establecido que la lesion secundaria de la
LTME es originada por una serie de cambios fisiopatoldgicos tiempo-dependientes, que inician cn los
primeres munutos de la lesion y contintan durante los siguientes dias e incluso meses (4). Las
alteraciones que ocurren en el tejido nervioso generan una cascada de eventos que originan una mayor
destruccion del parénquima medular y dafio neural irreversible (2,4,7,24).

Estos procesos secundanios destructivos inciuyen alteraciones biogquimicas como son: disminucion
de la bomba de Na'--K” a1pu-(29), la desregulacion idnica que tleva al aumento intracelular de calcio y
sodio y a la disminucion del potasio y magnesio intracelular. Ei incremento de calcio inhibe las
funciones mitocondriales y genera la activacion de enzimas liticas como proteasas y fosfolipasas que
favorecen la liberacion de acidos grasos a partir de los fosfolipidos de membrana (2,4).

La accion de las fosfolipasas da lugar a la formacidn de productos propios de la desintegracion de la
membrana (acido araquiddnico, leucotrienos v tromboxanos), originando la pérdida estructurat y
funcional de los constituyentes de la membrana (pe: el colesterol) (2,4,29,30).

Ademas, [a produccion de radicalcs libres y peroxidacion de lipidos, la acumilacién de lactacto,
liberacién de neurotransmisores con efecto téxico tales como aminoacidos excitatorios, monoaminas y
neuropéptidos son mecanismos que también contribuyen a la lesién y muchos de elios originan fa
altcracion - del flujo sanguineo, isquemia local, formacién de edema, necrosis del tejido,

desmielinizacion ¢ inflamacidn (2,4,30).
Respuesta inflamatoria después de una lesidn traumitica de médula espinal (LTME

Casi inmediatamente después del traumatismo ocurre una reaccién inflamatoria que involucra la

accion de mediadores quimicos, como fa bradicinina y sus precursores (3 1), citocinas: interieucina |,
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interleucina 2, interleucina 6, factor de necrosis tumoral alfa (NTFa), ete. (32,33,34) y la
participacion de células inflamatorias, b que origina la activacion de células inmunologicas residentes
(astrocitos y microglia) v de las reclutadas desde la periferia: macrofagos, linfocitos, cte. (35).

La respuesta al trauma involucra dos ondas de infiltracion celular (36):
La primera, dominada por células polimorfonucieares (PMN) que predomina durante las primeras
horas (36), Los neutrofilos sc aparecen en la pared de venas y vénulas advaccntes a la lesién en las
primeras 3 a 4 horas {37,38), siendo observados en el tejido hasta las 8 a 24 horas posteniores a la
lesién (38). La respuesta inflamatonia se ve reflgjada por el aumento en el namero de leucocitos en el
liquido cefalorraguideo (39), la infiltracién de células PMN en el sitio de lesion (4,38). cl incremento
en los niveles de leucotrienos (LT), principalmente LTB,, asi como e¢n la actividad de la
micloperoxidasa (40). Ademas en estudios experimentales se ha demostrado que entre las 3 y 12 horas
posteriores a la lesion, existe un aumento significativo de la expresion de la molécula de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1), la cual participa en la infiltracion tisular de los neutréfilos (41).
La segunda se caracteriza por la presencia de macrofagos, mismos que se observan en los primeros
dos dias y alcanzan un pico a los 5 a 7 dias poslesion (36). Dos dias poslesion existe proliferacion y
reclutamiento de macrofagos y microglia, siendo mayor de los 4 a 8 dias (37). ademas después de la
lesion  se han detectado productos de estas células (IL-1) (34). Durante esta fase también se ha
observado infiltracion linfocitania de los 3 a los 7 dias poslesion (35).

A pesar de que se fe han conferido efectos benéficos a la respuesta inflamatoria (42.), después
una LTME dicha respuesta puede ser la responsable de la necrosis del tejido lesionado v circundante
(42,43,44). De hecho la respuesta inflamatoria, es parcialmente responsable de la produccién de
radicales libres después de una LTME (42,45), dichas moléculas reactivas dafian las células nerviosas

y endoteliales originando el fendmeno conocido como lipoperoxidacion (23.24).

Lipoperoxidacion y lesidn traumdtica de médula espinal (LTME)
Uno de los mecanismos secundarios de la LTME es la lipoperoxidacion causada por radicales
libres [RL] (4, 23,24,46).

El sistema nervioso es susceptible al dafio por RL, debido a que los lipidos de membrana son
ricos en colesterol y acidos grasos poliinsaturados. ademas de que es rico en hierro v acido ascorbico
(los cuales catalizan la produccién de RL) y cuenta con pocas defensas antioxidantes (23}, por lo
tanto las lesiones al SN promueven un ambiente favorable para la produccién de RL v reacciones de
lipoperoxidacion (46).
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La hidrélisis de los fosfolipidos de membrana y liberacion de acidos grasos es un evento

bifasico con una fase temprana y otra tardia. La acumwlacion de acidos grasos poliinsaturados
poslesion muestra un pico inicial que ocurre de los 5 a 15 minutos después del insulto (29),
observandose en mayor cantidad a los 30 minutos (4) y recuperando los niveles normales a la hora
poslesion. Posteriormente se incrementan de nuevo los niveles a las 4 horas alcanzando un pico
maximo a las 24 horas (29). La lipoperoxidacion inicia a los 15 minutos de la lesion, elevandose
significativamente durante la primera hora, cuatro horas después de la fesidn disminuye (47,48,49)
para posteriormente incrementarse otra vez hasta alcanzar un pico maximo a las 24 horas (47). Se ha
observado que después de una LTME los niveles de la superoxido dismutasa no cambian vy los niveles
de catalasa y glutation peroxidasa no se elevan sino hasta después de 24 horas de la lesion {47), lo
cual quiere decir que mientras la produccién de RL se encuentra aumentada, el tejido medular no
cuenta con los mecanismos de defensa antioxidantes para contrarrestarlos {4,23). Asi pues, existe un
gran desequilibrio y los RL inician la peroxidacion de las membranas de las células nerviosas, de la
glia v de los vasos sanguineos (46).
El proceso de lipoperoxidacion, una vez iniciado, origina una cascada de reacciones que se traducen
en la pérdida de la fluidez de la membrana y de su potencial al aumentar la permeabilidad al calcio, lo
cual provoca una reduccion ¢n la generacion y transmision del impulso nervioso ademis de la
desintegracion de 1a membrana celular (22,24), a lo que sigue una cascada de eventes que culminan
en isquemia Usular y posibles deficiencias newrologicas permanentes (4,46). Por ello diversas
investigaciones han conducido al desarrollo de estrategias terapéuticas que limiten ¢l dafio ocasionado
por la lipoperoxidacion, entre los que tenemos la utilizacion de:

1. Antioxidantes o secuestradores de radicales libres: Estas sustancias se unen a los radicales libres,
convittiéndolos en moléculas menos reactivas. Algunos estudios han demostrado ¢l efecto
ncuroprotector del tratamiento con Vitamina E, desafortunadamente el tratamiento debe iniciarse
antes de la lesion, por lo cual su utilidad clinica es limitada (50). E! uso de la vitamina C limita la
isquemia postraumatica, sin embargo en altas concentraciones €sta se transforma en una sustancia
prooxidantz, por lo que su utilidad clinica es limitada La desferroxamina y la superoxido
dismutasa han mostrado potencial terapéutico en modelos experimentales de lesion en el SNC (6).

2. Moduladores del metabolismo del acido araquidonico: De manera experimental se han utilizado
inhibidores de la ciclooxigenasa (ibuprofeno) o de la sintetasa de tromboxanos (U634474A),
observandose que limitan el desarrollo de la isquemia poslesion y recuperacion neuroldgica (6).

3. Metilprednisolona: Es un glucocorticoide esteroidal sintético, utilizado ampliamente por su
actividad antiinflamatoria (2,51,52). Se utiliza en el tratamiento de lesiones de médula espinal
debido al efecto que tiene sobre la lipoperoxidacion, mismo que se debe a la inhibicion de 1a
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hidrolisis de lipidos de membrana y formacion de prostaglandinas y tromboxanos al inhibir la
fosfolipasa A, Ademas tiene ofros cfectos benchicos: refucrzo del metabolismo energético,
prevencion del desarrollo de isquemia poslesion v la degradacion de nevrofilamentos, (31,32),
efectos que contribuyen a la atenuacion de la degencracion neural postraumatica. lo cual ya ha sido
demostrado en esmdios clinicos (30,51).

4, 21-aminoesteroides (Lazaroides): Son farmacos con una actividad similar a la metilprednisolona,
pero carecen de su actividad glucocorticoide (33). Sus acciones farmacolégicas incluyen:
inhibicion de la lipoperoxidacion al actuar como secuestrador de radicales libres (especificaments
lipoperoxil e hidroxilo), y molécula guetadora de hierro (50,53). Acnia manteniendo los niveles de
vitamina E después de una lesion al SNC, ademis actia sobre el nucleo hidrofobico de las
membranas celulares con un efecto estabilizador sobre estas (50). En modelos experimentales de
lesién medular se ha observado que promueve la recuperacion clinica de los animales y previene
la disminucion del flyo sanguineo (53).

5. Metilaminocromanos: Son farmacos desarrollados a partir de los lazasoides, a los que se reemplazo
una parte de su estructura quimica por la estructura ciclica antioxidante de la vitamina E (pe. el
cromanol). Tiene acciones farmacoldgicas similares a los lazaroides pero en mavor potencia (5
veces aproximadamente). Se ha demostrado un aumento en la recuperacion neuroldgica de ratones
con lesion cerebral tratados con éste farmaco (50).

6. Pimilopirimidinas: Firmacos derivados de los lazaroides que han mostrado in vitro una actividad
100 veces mayor como inhibidores de la lipoperoxidacion que sus antecesores. Su accion como
whibidor de la lipoperoxidacion se debe a que es capaz de donar electrones a moléculas reactivas,
convirtiéndose en una molécula atrapadora de radicalcs libres (54).

En algunos de estos casos se han logrado obtener buenos resultados, sin embargo en ninguno
de ellos han sido tolalmente satisfactorios. Por tal motivo ain se continua con estudios que buscan la
mejor terapia para el tratamiento de la LTME.

Asi pues, sabiendo que la respuesta inflamatoria juega un papel importante en {a produccion de
radicales libres y consecuentemente en la lipoperoxidacion (42.43), pareceria interesante la utitizacién
un firmaco como la ciclosporina A (CsA) que ademds de tener un cfecto inmunosupresor v
antiinflamatorio puede tener un importante efecto como neuroprotector y promotor de la regeneracion
neural (55).

GENERALIDADES SOBRE CICLOSPORINA A (CsA

La ciclosporina (CsA) es un polipéptido ciclico lipofilico de |I aminodcidos con un peso
molecular de 1,202.6, extraido del hongo Tolypocladium inflatum Gams. (56,57), Estc farmaco es un
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supresor especifico de Linfocitos T cooperadores (CD4+ o Th), con efecto directo sobre la respuesta
inmune primaria. Su sitio inmunosupresor se localiza en los aminoacidos colocados ¢n las posiciones 1,
2,3y 1L (56). Su efecto es inhibir la activacion y proliferacion de los linfocitos T en forma selectiva,
produciendo menor toxicidad al no actuar sobre la proliferacion de otras células (56,58).

Mecanismo de accion

La ciclosporina A (CsA) penctra al interior de fa célula, donde se unc a una proteina
citoplasmatica: la ciclofilina (CyPA), formando un complejo denominado ciclefilina-ciclosporina A
(CyPA-CSA) (58,59). El complejo CyPA-CsA se une a la molécula citplasmatica calcineurina,
inhibiendo su actividad de fosfatasa lo cual impide la entrada al compartimiento citosdlico del factor de
activacion nuclear de células T (NF-ATc), evitando asi la transcripcion del RNAm que codifica la
produccién de 1.2 y otras citocinas (57,59), impidiendo la produccion de éstas moléculas y con ello la
inhibicién de otros eventos inmunolégicos [ver figura 6] (55,57).

Absorcion

La CsA se administra mediante la via intravenosa v oral Cuande se administra por via
intravenosa, el total de la dosis ingresa a la circulacidn, sin embargo su absorcion por via oral es muy
varizble debido a la absorcion lenta € incompleta que se lleva a cabo en ¢} intestino delgado, en un
proceso dependiente de la secrecion biliar, de tal manera que su absorcion e¢s alterada en problemas
biliares (colestasis) o gastrointestinales (hipomotitidad, retardo en vaciamiento gastrico, diarrea, etc.)
(56).

Distribucidn

Este fairmaco se une, en su mayor parte, con lipoproteinas de alta, baja v muy baja densidad y
quitomicrones, encontrindose libre en plasma en pequefias cantidades (56). Se deposita en mayor
cantidad en el higado, seguido por el pancreas, grasa. sangre, corazon, pulmén, rifion, tejido muscular y

nervioso (36).

Meatabolismo

La CsA sc metaboliza en el higado mediante la via de la citocromooxidasa P450,
identificindose hasta 12 metabolitos los cuales conservan su estructura ciclica. La administracion con
drogas que interactuen con el sistema de la citocromooxidasa P450, como el ketoconazol,
rimfampicinia, metilprednisolona, fenobarbital, entre otros, afecta su biodisponibilidad (56,57).
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Eliminacién

Su eliminacion ocurre en un 94% a través de la bilis y sélo un 6% por via renal (56).

Acciones

Ademas de funcionar como inmunosupresor la CsA también ejerce una  accidn
antiinflamatoria al inhibir la transcripcion de interleucina 2 ([L-Z) y de otras citocinas {57} como: la
interleucina 6 (IL-6) que es un potente citocina preinflamatoria, el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-o) que aumenta la expresion de moléculas de adhesion celular y es un potente activador de
neutréfilos (17), 1a IL-8 que es un agente quuimiotictico muy potente para neutrofilos, la IL-4 que
estimula la degranulacion de mastocitos v basofilos, células inflamatorias por excelencia, IL-3 que
estimula la degranulacion de eosindfilos, asi como del interferon gamma (IFNy) que estimula a los
macrofagos para la producaidn de IL-1, que es una citocina inflamatoria muy activa (13), Sin embargo
existen evidencias de que la CsA ejerce algunos de sus efectos antiinflamatorios independientemente
de la inhibicion de la transcripcion de estas citocinas [ver figura 7] (60). Al unirse a la ciclofilina, la
CsA inhibe la actividad proinflamatonia de ésta molécula, ya que la ciclofilina extracelular secretada
por fos macrofagos desempefia un papel importante como citocina proinflamatoria (61). Ademas la
CsA también actia como un potente inhibidor de la liberacion de histamina a partir de Jas células
cebadas (62). cs capaz de inhibir la degranulacion de basofifos (59) e incluso algunos trabajos han
sugerido que posee la .mpacidad de iohibir la via de la ciclooxigenasa en el metabolismo del acido
araquidénico, evitando la liberacion de prostaglandina D,, que es una sustancia con acciones
inflamnatorias importantes (62). Mas ain. como Ja caleincurina es una molécula importante para fa
motilidad de los neutrofilos, la CsA es capaz de evitar la motifidad de los neutrofilos y con ello su
llegada al sitio de lesion (63). También podria evitar la muerte celular por calcio de neuronas y células
inmunologicas. debido a que la calcineurina participa en fa muerte celular activada por calcio de estas
células (60) v. por otra parte, podria funcionar como agente neuroprotector, al evitar la produccion de
oxido nitrico, o como un agente promotor del crecimiento axonal, al permitir la actividad de la
proteina estimuladora del crecimiento axonal GAP-43 (53).

Se han observado alteraciones nerviosas como depresion, dolor de cabeza, somnolencia e
incluso tremores, también dermatologicas (hiperplasia gingival) y gastrointestinales (diarrea, nausea,

vomito), ademas necrosis hepatica, colestasis. osteoporosis, trombosis y necrosis tubular renal (36).
La ciclosporina A (CsA) es un farmaco accesible cuyos resultados en la clinica apovan su

eficacia. A diferencia de otras drogas se han realizado estudios sobre su farmacocinética en modelos de
LTME (64) con ¢l establecimiento de¢ su esquema de administracidn en los mismos (65). Se ha
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observado gue la administracion de CsA en animales con LTME podria promover la regeneracion
axonal y la recuperacidn funcional (35, 66) Esta recuperacion posiblemente sc deba a la accion
inmunosupresora del farmaco (CsA) que inhibe los mecanismos autoinmunes y la respuesta
inflamatoria que impiden la regeneracion axonal (35,36,66), no obstante, el mecanismo de accién de la
CsA sugiere que la regeneracion axonal observada en experimentos previos (53,66) puede deberse a
mecanismos no inmunomediados como podria ser el efecto neuroprotector al actuar sobre la oxido
nitrico sintasa (ONS) o como un agente promotor del crecimiento axonal, al permitir la actividad de la
proteina estimuladora del crecimiento axonal GAP-43 (55).

Justificacion

La produccion de radicales libres (RL) es uno de los eventos secundarios que promueven el
dafio en el tejido neural ¢ impiden la regeneracion después de una lesion traumética de médula espinal
{LTME) (2,4), por cllo se han desarrollado estudios sobre estrategias terapéuticas que disminuyan el
efecto dafiino mediado por RL (lipoperoxidacion)} (7). Una fuente importante de radicales libres lo
constituyen las células inflamatorias (19,21,25) que liegan ¢n gran cantidad inmediatamente después de
1a lesion (35,365,42), La CsA es un farmaco que podria ser de gran utilidad para disminuir 1a respuesta
inflamatoria y con ello disminuir e} dafic causado por los RL, promoviendo asi la recuperacion clinica
después de una LTME. Actualmente no existen estudios que evalien el efccto de la CsA sobre la
lipoperoxidacion después de una LTME

Planteamiento del préblemn

- ;Debido a la accion antiinflamatoria de Ia ciclosporina A, la administracion de ésta disminuird la
lipoperoxidacion en la zona de lesion después de una LTME?

- Si 1a administracion de ciclosporina A disminuye la lipoperoxidacidn y con ello el dafio al 1ejido

neural, entonces ; Promovera una mejor recuperacion clinica en animales lesionados?

4




HIPOTESIS
- La administracion de CsA disminuira los niveles de lipoperoxidacion ¢n la zona de lesion despuds de
una LTME.
- La administracién de CsA promovera una mayor recuperacién clinica de los animales con LTME.

OBJETIVOS:
L. - Cuantificar y comparar la lipoperoxidacion en la zona de lesion en ratas con y sin tratamiento con
Ciclosporina A
2. - Evaluar y comparar el grado de recuperacion clinica en ratas lesionadas con y sin tratamiento con

ciclosporina A.
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MATERIAL Y METODOS
Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron un otal de 94 ratas adultas de la cepa Wistar, hembras, con

un peso de 200-250 gr. Los animales fueron proporcionados por el centro de investigacion del PROYECTO
CAMINA A.C. Durante &} desasrolio del proyecto a todos tos animales se les proporcioné agua y alimento

ad-libitum. E) alimento proporcionado se encuentra en presentacion de pellet, de marca nacional.

DISENO EXPERIMENTAL

El estudio experimental se dividié en dos partes:

Parte 1. -Cusntificacién de |a lipoperoxidacién en el sitio de la lesién.

Se utilizaron 54 ratas distribuidas en ocho grupos de 6 animales cada uno con las siguientes
caracteristicas: '

Grupo I. Ratas sin laminectomia, sin lesion traumatica de médula espinal (LTME) y sin tratamiento.
Grupo II. Ratas con laminectomia v sin tratamiento,

Grupo [II. Ratas con laminectomia y con tratamiento.

Grupo IV. Ratas con laminectomia y aplicacion de sulfato ferroso (FeSOs)

Grupo V. Ratas con LTME, sin tratamiento.

Grupo V1. Ratas con LTME, con tratamiento | hora después de ia lesién.

Grupo VIL Ratas con LTME, con tratamiento 2 horas después de fa iesion.

Gmupo VIII. Ratas con LTME, con tratamiento 6 horas después de la lesidn,

Grupo IX. Ratas con LTME, con tratamiento 12 horas después de la lesion,

Los animales fiseron sacrificados a las 24 horas posteriores al procedimiento quinirgico.

La cuantificacion de la lipoperoxidacion se realizd por medio de la técnica descrita por Triggs y
Willmore para determinar los productos fluorescentes de la lipoperoxidacion (67).

Nota importante: El grupo IV se agregé al diseiio experimental debido a que el sulfato ferroso
(FeS04) es un prooxidante muy poderoso de tal manera que nos permitid tener un control de la

lipoperoxidacion y demostrar la veracidad de la técnica.

Parte 2.-Evaluacién de Ia recuperacién clinica.

Se utilizaron 40 ratas distriboidas en cinco grupos de 8 animales cada uno con las siguientes
caracteristicas:

Grupo 1. Ratas con LTME, sin tratamiento

Grupo IL Ratas con LTME, con tratamiento | hora despuds de la lesion.

Grupo I Ratas con LTME, con tratamiento 2 horas después de la lesion.




Grupo IV. Ratas con LTME, con tratamiento 6 horas después de la lesion.

Grupo V. Ratas con . TME, con tratamiento {2 horas después de la lesion.

Las ratas sc evaluaron duramte los 30 dias siguientes a la lesidn mediante dos pruebas que permiten
detectar el grado de recuperacion funcional. Se realizé la evaluacion clinica mediante la prueba de
locomocidn libre sobre el piso (63) diariamente durante los primeros 10 dias poslesidn, los siguientes
10 dias se evaluaron cada 3er dia y por dltimo cada ocho dias hasta su sacrificio. La otra prucba
utilizada fue la prueba del plano inclinado (69) que se realizd cada tercer dia durante la pnmera semana
poslesion y posteriormente cada 5 dias hasta su sacrificio {dia 30 poslesion).

TECNICAS
Cirugta y lesion

A excepeidn del grupo [ correspondiente a 1a parte | de este rabajo, todos los animales
fueron sometidos al siguiente procedimiento: Sc anestesiaron con pentobarbital sédico a una dosis de
40 mg/kg de peso via intraperitoncal. Previa asepsia del drea toraco-lumbar, se incidieron 2 cm de piel
entre los niveles T4 a2 T12 para exponer el muisculo e incidirlo longitudinalmente de tal manera que se
expusieron los procesos espinosos vertebrales, posteriommente se realizo una laminectomia a nivel de
T8-T9 para exponer la médula espinal sin dafiar las meninges. En los animales que fueron sometidos a
LTME, Ia lesion se realizo mediante el método de Allen modificado para ratas (70), el cual consiste en
colocar al animal €n un aparto estereotdxico y dejar caer sobre la médula espinal expuesta un peso de
15 gramios a través de un tubo guia, 2 una altura de 10 cm [figura 8]. La lesion se verificd mediante la
observacion bajo microscopio de la presencia de un hematoma central en el area de impacto.
Finalmente se cerrd por planos mediante la sutura con Vycril 4-0 y se aplico un cicatrizante topico.

Administracién de CsA

Dado que el calibre venoso de la especie utilizada es muy pequefio, resulta muy dificil {a
aplicacion endovenosa del farmaco utilizado, por lo que para facilitar el manejo de los animales se
eligié administrar la ciclosporina A via intraperitoncal 2 una dosis de 2.5mg/kg cada 12 horas (65),
solo durante las pnmeras 72 horas después de la lesion. Se utilizo ciclosporina A solucioa intravenosa,
en presentacion de 50 mg/mi (Sandimmune™®, Sandoz), la cual se diluyé en una solucion de cloruro de
sodio al 0.9%, mezclandose mediante agitacion a 2000 rp.m. durante dos minutos. De la mezcla se
tomaba la cantidad necesaria para invectar la dosis comrespondiente mediante wna jeringa de insulina
estéril, previa agitacion de la mezcla,
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Aplicacidn del sulfato ferrose (FeS0))
Para el grupo con sulfato ferroso, éste se aplicd directamente en el sitio de {a famincctomia.

Se atilizd Lyl de FeSO,a una molaridad de 0.2M.

Cuidados posquirdrgicos

Después de la lesion los animales se colocaron en upa incubadora (unidad de cuidados
intensivos) donde se proporciona lemperatura y himedad controlada. En el caso de la fase
experimental 2 (evaluacién clinica); los animales fueron colocados en un cuarto de alojamiento para su
posterior evaluacion clinica dentro de cajas de poliestireno, con cama de viruta de madera esténl, la
cual s¢ cambié dianiamente, La vejiga uninaria e intestino fueron estimulados manualmente cada 12
horas hasta la recuperacion de su automatismo.

Cuantificacién de Lipoperoxidacidn

Se realizé por medio de 1a técnica descrita por Trigss y Wilmore (67) para determinar las bases de Shiff y ]
polimalondialdehido; que son productos finales de Ja Lipoperoxidacién con capacidad de emitir flucrescencia
con un espectro de 370 nm de excitacién y 430 mn de emision [ligura 9]

Previo sacrificio de cada animal, se obtuvo un segmento de médula espinal de aproximadamente 1 cm,
éste fue pesado y posteriormente homogeneizado en 3 ml de solucién salina. De ésta mezcla se tomd |
mil af cual se adicionaron 4 mi de una solucién de cloroformo--tnetanol preparada en uma proporcion de
2:1 respectivamente. Después de una ligera agitacion por 10 segundos, la mezcla se dejo en
reffigeracion durante 30 minutos bajo condiciones de oscuridad (esto permite la Separacion de la
mezcla en dos fases: cloroformica y metanolica). Posteriormente ia fase metanolica fue eliminada y se
utilizé | ml de la fase cloroformica a la cual se incorpord 0.1 ml de metanol. Previa agitacién manual,
la mezcia fue leida en un espectofotometro de fluorescencia Perkin-Helmer MPF-44A, calibrado a 370
nin de excitacion y 430 nm de emision.

Antes de la lectura se ajustd la sensibilidad del espectofoidmetro a 330 unidades de fluorescencia con
una solucién estindar de quinina (lmicrog/ml). La solucién estandar de quinina se preparé de la
siguiente manera: Se mezclaron 10 mg de quinina en 100 ml de H;S0a al 0.3 M. De ésta mezcla se
tomé 0.1 ml y sc aforé a 100 ml de H,SO, a partir de la cual se tomaron 09 ml para medir la
fluorescencia y ajustarla,

Los resultados se expresaron en unidades de fluorescencia por gramo de tejido.
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Partel.-Evaluacion de la recuperacion clinica.
Antes de ser sometidos al procedimiento quinirgico, todos los animales utilizados para esta parte del
proyecto fueron evaluados por medio de dos prucbas:

alPrueba de locomocion libre sobre el piso.

Se realizd mediante la escala de Tardov (68), 12 cual cvalia el grado de recuperacidn en la
locomocion del tren posterior sobre 1a base de 6 grados [figura 10]:
Grado 0: No se observa movilidad en las extremidades posteriores.
Grado | -Movimientos de tipo reflejo.
Grado 2. -Movimientos voluntarios de las patas, incoordinados con la marcha, sin base de sustentacion.
Grado 3.-Movimientos coordinados y voluntarios de los miembros posteriores, con base de
sustentacién, sin embargo ann pierde el equilibrio.
Grado 4.-Movimientos coordinados y voluntarios de los miembros posteriores, con base de
sustentacién, sin perder el equilibrio, pero se observan alteraciones en 1a base de soporte.
Grado 3.- Marcha normal.

hjPrueba del Plano inclinado

Prucba discnada por Rivlin v Tator (69) que evalia la capacidad que tienen los animales para
SOportar su propic peso al ser levantados en una plataforma {figura 10). El animal se coloca &n una
tabla de corcho con posibilidad de clinarse de los 0 a los 90 grados. La posicion de la tabla s¢ va
modificando de 5 en 3 grados, anctando el nimere maximo de grados que el animal tolera sin caer
durante 5 segundos. Se evahian tres posiciones diferentes: Cabeza armiba, derecha e izquierda.

Andlisis estadistico
Cuantificacion de la lipoperoxidacion

Debido a que la distribucion de los resultados fue homogénea, se realizé una ANOVA de una via
scguida por la prueba de Tukey, considerando significativa una p = 0 < 0.05.

Fvaluacion de la recuperacion clinica

Para conocer la diferencia estadistica entre los grupos estudiados experimentales en cada dia de la
evaluacion, se realizd el analisis de varianza no parametrico de Kruskall-Wallis, tomdndose como
significativa una p =6 <005
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Consideraciones técnicas para 1a evaluacién clinica

Para ambas pruebas se tomé como base de comparacion los valores obtenidos en todos los amimales
antes de ser lesionados. Primero se obtuvieron los parametros de normahdad, considerando como
limites de normalidad a los valores encontrados entre el percentt] 25 v 75 (de la cueva de distribucion).
Los valores del percentil 25 se consideraron como el 100% de la eficiencia de la prueba. La asignacion
de 0 o 100% se obtuvo de la siguiente manera: primeramente se realizé una regla de tres, en donde ¢l
100% fue ¢! valor de la percentila 25 vy sc obtuvo el porcentaje correpondiente a cada unidad,

posteriormente el porcentaje buscado se obtuve en funcién del valor obtenido en la prueba clinica.

Ejemplo:
Percentiles: 25% =175
5% =80 entonces:
75 » 100%
1 - Y
Y muitiplicado por Z = % de eficiencia
Donde:

Y = Factor (porcentaje correspondiente a cada unidad)

Z = Valor obtenido en la prueba clinica

Consideraciones éticas

Para la realizacion de este proyecto los animales fueron manejados bajo los lineamientos establecidos
por el Reglamento para el Cuidado y Uso de los Arimales en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, aprobado por el H. Consejo Técnico en 1988, Ademds se tomaron en cuenta los
lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud [Titulo séptimo: De la investigacion que incluya la utilizacién de amimales de
expenmentacion, Ley General de Salud 1990] (71}.
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RESULTADOS

CUANTIFICACION DE LA LIPOPEROXIDACION

En la Grafica | se mucstran los resultados obtenidos al cuantificar la lipoperoxidacién en
los 8 grupos estudiados. Se puede observar la lipoperoxidacion en los animales que no fueron
sometidos a procedimientos quinirgicos (normales), fa cual fué similar a los valores de los animales
con faminectomia y estadisticamente menor a la de las ratas que fueron lesionadas (p < 0.05). Enlo
que respecta a los animales laminectomizados tratados o no con CsA, la hipoperoxidacion fue muy
similar entre ellos. En cuanto al grupo con laminectomia y sulfato ferroso (FeSO4) se observa que
existe un aumento en la lipoperoxidacion en gran cantidad, lo que demuestra que la técnica estuvo
bien realizada. Por otra parte, los animales lesionados y tratados con CsA mostraron también una
lipoperoxidacion que fue significativamente menor (p < 0.05) a la presentada por los animaies
lesionados no tratados, liegando a ser hasta 77% menor cuando el firmaco se administré 1 h
después de la lesion. Sin embargo, cuando ja CsA se administré 12 h después de la lesion, dicha

dismenucion solo lieg6 a ser del 34%.

EVALUACION CLINICA

Plano inclinado

Los resultados obtenidos en el planc inclinado en posicién vertical se muestran en la
Grafica 2. Se observa que hasta el dia 25 el grupo con tratamiento iniciado a las 2 horas después de
la LTME presentd una mejor recuperacion funcional (66%) con relacion al grupo sin tratamiento
(59.9%). En el resto de los grupos tratados no se presentd dicha diferencia, finalizando con una
recuperacion funcional igual a la presentada por el grupo no tratado{39.9%). No existieron

diferencias significativas entre los grupos (p=0.3).

Los resultados obtenidos al dia 30 después de la lesion se observan en la Grafica 5. No .
existe diferencia en ¢l porcentaje de recuperacion alcanzada entre los grupos tratados con CsA y el
grupo no tratado. Unicamente el grupo con CsA a las Z horas alcanzé un porcentaje de inclinacion
7% mayor al grupo sin tratamiento, sin embargo, no existio diferencia estadistica (p=0.3)

La Grafica 4 muestra los resultados en la evaluacion clinica de plano inclinado en posicion
horizontal. Se observa que los grupos con tratamiento con CsA alcanzaron una mejor recuperacion
clinica que ¢l grupo de los animales lesionados (entre 5 y 10% mas). Se puede observar que los

grupos cuyo tratamiento inicié a la I’ y 2* hora después de Ia [esion mostraron una recuperacion
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mayor Gue los otros grupos tratados (con inicio de tratamiento a las 6 y 12 horas). No hubo

diferencia estadisticamente significativa en ningdn grupo. (p=0.08)

Los resultados obtenidos en la evaluacién clinica del plane inclinado en posicion horizontal al final
del tiempo de estudio (30 dias} se muestran en la Grafica 5. Todos los grupos tratados presentaron
uha mejor recuperacion que ¢l gnipo sin tratamiento, €l incremento en la recuperacion fue de 3%
(grupos con tratamiento a (as |, 6 y 12 horas) hasta 9% en ¢l grupo con tratamiento a las 2 horas

poslesion. Estos valores no muestran diferencia estadistica significativa (p=0.08)

Escala de Tarlov

La Grifica 6 muestra la recuperacion funcional entre el grupe con LTME sin tratamiento y
los grupos con LTME y tratamiento con CsA iniciado a diferentes tiempos después de la lesion. Se
observa que 10 dias después de la lesion, los animales tratados con CsA presentaron una mejor
recuperacion al compararse con los animales del grupo no tratado, la ¢ual se mantuvo hasta i final
del estudio. Entre los grupos de animales tratados, ¢l grupo cuyo tratamicnto inicid a las 6 horas fue
¢l que obtuvo un porcentaje mayor de recuperacion (55%) que los otros grupos, mas ain este es el
Gnico grupo que presentd una diferencia estadisticamente significativa (p=0.02), no asi en los otros
grupos (p=0.90}

En la Grafica 7 se muestra el porcentaje de recuperacion clinica alcanzada al final del
tiempo de estudio (30 dias). En todos los grupos con tratamicnto {CsA) existe un porcecntaje de
recuperacion mayor en comparacion al grupo sin tratamiento. Este incremento en el porcentaje de
recuperacian va de un 3% en ¢l grupo con tratamiento iniciado a las 12 horas hasta un 13% en el
grupo con tratamiento iniciado a las 6 horas poslesion. La diferencia significativa con respecto al

grupo sin tratamiento solo se presento en el grupo con CsA a las 6 horas  (p=0.02),
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DISCUSION

Una lesion al sistema nervioso promueve la produccion de radicales libres y con ello
reacciones de lipoperoxidacion (46). Estos procesos forman pane de la seric de mecanismos
autodestructivos responsables del daiio tisular imeversible que se observa después de una LTME y que
se traduce en deficiencias neurolégicas permanentes (4,24.30.46). Por ello, entre las diferentes
estrategias terapéuticas utilizadas en el tratamiento de fa LTME se ha recurrido al empleo de sustancias
que ¢viten ¢l dafio ocasionado por la lipoperoxidacion, ya sea al actuar como secuestradores de
radicales libres (como la vitamina D o vitamina C) o bien al actuar sobre las fuentes productoras de
éstas moléculas: metabolismo del acido araquidonico, metabolismo de la xantina oxidasa e incluso
sobre la respuesta inflamatoria (6,50). Con respecto a ésta ultima se ha observado que el empleo de
agentes antiinflamatorios disminuye la necrosis progresiva y la extension del dafio secundario a una
LTME (43,72,73,74). La accion benéfica de éstas sustancias se ha atribmdo a su efecto sobre la
produccion de radicales libres y lipoperoxidacién, sin embargo, muchos de éstos estudios no han
basado el esquema de tratamiento ¢n ¢l conocimiento de la farmacocinética de la droga, lo que dificulta
la interpretacion de los resultados y limita su utilidad clinica (6), asi pues, es necesario la realizacion de
estudios con farmacos cuya investigacion farmacoldgica esté bien establecida y que ademas muestren
tener efectos benéficos sobre los procesos destructivos secundarios a una LTME (2,6.42.44). Debido a
la accion antiinflamatoria de la CsA, éste firmaco podria ser de gran utilidad al disminuir el dafio
causado por los RL, promoviendo asi la recuperacién clinica después de una LTME.

El presente trabajc permite demostrar que los valores obtenidos en los animales
laminectomizados son muy similares a los provenientes de los animales sin ningun procedimiento
quirkrgico, esto demuestra que la realizacion de la laminectomia no lesiona el tejido medular e
indica que éste procedimiento no influye sobre los resultados que se gbservan en los animales
lesionados sin tratamiento, en los cuales se observa un aumento sigmficativo de la lipoperoxidacion.

Por otra parte se observé que la administracion de CsA a diferentes tiempos después de la
lesion provocod una disminucion significativa de la lipopesoxidacion con relacion a los animales
lesionados sin tratamiento. Estos resultados demuestran por primera vez que la administracion de la
ciclosporina (CsA) disminuye la lipoperoxidacion en ratas con LTME. Ademis. es importante
mencionar que la disminucion de la lipoperoxidacion fue variable dependiendo del tiempo en que se
administrd la CsA, observandose que al iniciar ¢l tratamiento durante las primeras 6 horas la
lipoperoxidacion disminuyé en gran proporcion, no asi en el grupo de animales cuyo tratamiento

tnicio a las 12 horas después de la lesion. La disminucion significativa de la lipoperoxidacion
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observada en los distintos grupos con tratamiento sugiere que la CsA puede actuar en distintas vias
involucradas en la produccion de radicales libres y consecuentemente en la peroxidacion de lipidos.
Primeramente la disminucion en la lipoperoxidacion podria deberse en gran parte a que la CsA
¢jerce una accion inhibidora sobre la migracion de los neutréfilos (63), ya que al inhibir la llegada
de éstos al sitio de lesion, impide ka produccién de radicales libres a partir de éstas células v
consecuentemente disminuye la lipoperoxidacién. Por otra parte, el efecto observado en éste trabajo
también podria ser el resultado de la accién inhibitoria de la CsA sobre la via de la ciclooxigenasa
(62) ya que al inhibir a la ciclooxigenasa, estaria disminuyendo la produccion de los radicales
superoxido e hidroxilo que se generan como subproductos durante la produccién de metabolitos del
icido araquidonico (4,21,23). Otro mecanismo probable del efecto de la CsA observado en este
trabajo puede deberse a que éste fairmaco inhibe la sintasa del oxido nitrico (ONS —del inglés oxide
nitric synthase) (55), la cual es una enzima que produce el oxido nitrico, mismo que es un radical
libre que también favorece la lipoperoxidacion (27,75). Por ultimo, los resultados muestran que al
administrarse la CsA 12 horas después de la lesion se observé un incremento en la lipoperoxidacion
en comparacion con los grupos que iniciaron el tratamiento durante las pnimeras 6 horas después de
la lesion, esta diferencia puede explicarse porque de acuerdo a la cinética de la lipoperoxidacién,
ésta muestra dos marcados incrementos, uno de los cuales se inicia hacia las 8-9 horas postesion
(47,49), de tal manera que al iniciar ¢l tratamiento hasta las 12 horas después de la lesion, la CsA
ejerce su accidn benéfica al disminuir fa lipoperoxidacion, pero tal efecto no s similar al ebservado
en los animales tratados durante las primeras 6 horas porque en éstos la lipoperoxidacion es
controlada desde su inicio y se evita con cllo la posibilidad de gue aumente con e} tiempo, mientras
que al iniciar hasta 12 horas después de la lesion se ha permitido que se desarrolle el segunde
aumento en los niveles de lipoperoxidacion y por tanto la accion del farmaco es menor.

Asi pues, la reduceion en la lipoperoxidacion observada en los animales tratados con CsA
se asocid a la mejor recuperacion funcional observada en las pruebas de evaluacion clinica en los
animales tratados con CsA con respecto a los no tratados. Aunque no todos los resultados mostraron
una diferencia significativa, la realidad es que en todos los antmales tratados. sin importar la hora de
inicio del tratamiento, se observé una tendencia a la mejor recuperacion clinica. En este caso la falta
de significancia, pudo deberse al tamafio de la muestra, por lo cual es necesario incrementar el
namero de animales en estudios postcriores. Sin embargo el porcentaje de recuperacion de los
animates tratados con CsA alcanzé hasta un 13% inds que 10s animales sin tratamiento, tal resultado
fuc mayor en un 4% al obtenido en estudios realizados con metilprednisolona en los cuales la

mejoria clinica observada (de un 9% mejor que los pacientes no tratados) es considerada buena a tal
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grado que actualmente es el farmaco de eleccion en la fasc aguda de la LTME (4,50,76), por lo que
¢stos resultados apoyan incluso la aplicacion de la CsA en humanos con LTME.

Si bien estos resultados apoyan lo mencionado por Faden y colaboradores (29), respecto a
que las disfunciones motoras que siguen a la lesion medular, pueden ser modificadas mediante un
tratamiento adecuado que inicie dentro de las primeras 24 horas posteriores a la lesion, también
hacen pensar que el margen para iniciar alguna estrategia terapéutica debe realizarse lo mas rapido
posible después de 1a lesién, va que en el presente trabajo el grado de recuperacion obtenido al final
del estudio vario dependiendo del tiempo de inicid del tratamiento, observandose una mejor
recuperacion clinica en los animales cuyo tratamiento sc inicio durante las primeras 6 horas
poslesion, no asi en los animales que iniciaron su tratamiento a las 12 horas, con lo que podemos
observar que si bien tenemas hasta 12 horas para disminuir el efecto nocivo de fa lipoperoxidacién,
no es asi para la recuperacion clinica, para la cual iniciar el tratamiento 12 horas después del
traumatismo ya €5 muy tarde. En otros estudios se ha observado una mejor recuperacién funcional
en animales tratados con CsA que en animales sin tratamiento (55,66), sin embargo, cn esos
estudios se evalio el efecto de la administracion de la CsA a largo plazo, lo que podria inciuir
fendmenos de regencracion propiamente dichos, a diferencia de este trabajo en et cual a
administracion de CsA fue a corto plazo (72 horas), 10 que indicaria que la recuperacion observada
puede deberse a la inhibicion de fenomenos de fase aguda como la lipoperoxidacion. Se han
realizado estudios experimentales con otros farmacos antiinflamatorios como la naloxona (73),
indometacina (43) y la metilprednisolona (72) en los cuales se demuestra la capacidad de éstos para
disminuir la lipoperoxidacion, sin embargo, con la CsA por su mecanismo dg accidn existe la
posibilidad de adicionar otros efectos benéficos como la inhibicién del oxido nitrico, la promocion de la
regeneracion v la inhibicion de la respuesta autoinmune secundaria a una LTME (33) lo que la
convierte en un firmaco ¢on grandes perspectivas. Ademas, el hecho de que la CsA_ favorezca una
mejor recuperacion clinica en los animales con tratamiento (55,66), de que cuente con un esquema
de tratamiento basado cn estudios farmacocinéticos (64.65), se encuentre disponible en el mercado,
y que a diferencia de otros farmacos cuya efectividad solo es observada si se administra antes de la
lesién (6,50) o dentro de las primeras dos horas poslesion (6,45,50,72,73), tiene la posibilidad de
poder administrarse hasta 6 horas después de la lesion, la convierten en un buen candidato para ser
tomada en consideracidn como una alternativa terapéutica en ¢l tratamiento de la LTME.

Por otra parte, la metilprednisolona es un farmaco ampliamente utilizado en la LTME
(50,76) y aunque atn no se sabe ¢l mecanismo acto por €l cual disminuye la lipoperoxidacion, su
dosis Optima en estudios experimentales adn no esta bien definida v no todos los cstudios

experimentales muestran resultados satisfactorios, es el farmaco con el cual se deben comparar los
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nuevos tratamientos en la LTME (53,72), por lo que s¢ hace necesario realizar un estudio
comparativo de la CsA con la metilprednisolona, asi como determinar si tienen efectos antagonicos

0 sumatorios,

CONCLUSIONES
1. Laadministracion de la ciclosporina A después de una LTME disminuye la lipoperoxidacion.

2. El limite de tiempo para iniciar el tratamiento con CsA y dismunuir la lipoperoxidacion es de 6
horas después de [a lesion.

3. La disminucion en la lipoperoxidacion, se traduce en una mayor recuperacion de la actividad

motora.

PERSPECTIVAS
1. En estudios posteriores ¢s importante esclarecer cual es el mecanismo por el cual s CsA actua
sobre la lipoperoxidacion.

2. Realizar la comparacion de la CsA con la metilprednisolona en cuanto a su efecto sobre la

lipoperoxidacion, preservacién del tejido y recuperacion clinica, asi como su posible efecto

antagonico o sumatorio.
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Figura 1 Representacion de un corte transversal de médula espinal. (Chudier 1) Fn
woarw. weber 1 washungton.edw/chudler fmereb. html )
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Figura 2. Esquema de un corte Uansversal de [a colummna vertebral. (Willlams 1. Nedzad G, Brain anatomy
{waw. Uh org/providersitextbooks/brain anatomy/ch/text/section9. htmt )
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Figura 3. Estructura bdsica de una neurona. (Chudier D). En www.weber u. washington edw/chudler. /mereb. himl)

Figura 4. Representacion del dafio tisular que puede originarse durante una respuesta inflamatoria incontrolada.
Leucocitos (L}, quimicatrayentes: leucotrieno By (LTB,), factor de agregacion plaquétana (PAF) vy factor Csa del
complemento (C5a).. Radical superoxido (#0y), radical hidroxilo (#OH), acide hipocloroso (HOCI), perdxido de
hidrégeno (Hy3,), oxigeno molecular (Oy), romboxanes (TX). (LE.D.U)
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Figura 5. Representacion canicaturizada de las maltiples acciones destructivas de varias espocies reactivas de oXigeno
(entre ellas radicales libres) sobre la inembrana celular, organelos y cromatipa. Lipoperoxidos {LOQe), radical hidroxilo
{+OH), perdxido d& hidrogeno (H;O;), radical superoxido (#0y), acido hipoctoress (HOCH). (Modificado a pastir de
Treinen MM. Reactive oxygen species in normal physiology, cell injury and phagocitosis. Exp Med biol 1994, 336:18)

Figura 6. Mecanismo de accidn de la CsA. La CsA atraviesa la membrana celular (1) v penetra al citoplasma donde s2 une a
una proteina denominada ciclofilina (2), formando un complejo molecular que se une a la proleina llamada calcineurina (3),
impidiendo entonces el paso de los factores nucleares de transcripcion al wtenor del nicleo celular (4). 1)e esta manera impide
la produccion de linfocinas. Ciclosporina A (CsA), ciclofiting (C), imterleucina 2 (1L-2), dcido nbonucleico mensajero
(mRNA), #cido desoxirribonucleico (DNA), receptor para intereucina 2 {11.-2R). (Version modificada a pantir de;Borel LF.
Mechanisin of action of cyclosporin A and rationale for use in neprotic syndrome. Clin Nephrol. 1991. 33:523-530). .
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Figura 7. Mecanismos antiinflamatorios de la ciclosporina A
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Figura 8 Aparato estereotixico utilizado para realizar 1a lesion tipo contusién. Tubo Guia (T), sujeladores (S), plancha {F).
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Figura ¥ Diagrama que muestra ¢l procedimieinto de la teenica de Triggs v Willmore para la cuantificacion de la

lipoperoxidacion. (IE.1D.U.)
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Figura 10. Pruebas clinicas realizadas en este wrabajo. Prueba de locomocion libre sobre el piso (A}, Plano inclinado en
posicion vertical (B) y plano inclinado posicién herizontal (C).
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Gréfica 1. Cusantificacion de la lipoperoxidacion en el tejido medular de ratas 24 horas despuds del procedimiento
quinirgico. Ratas sin procedimiento quirfrgico (hormal), con laminectomia (lam), con laminectomia y tratamiento con
CsA (lam/CsA), con lesidn y sin tratamiento (LTMED, con lesibn v con tratamiento con CsA: | hora después de la lesién
{LTME/CsA 1h), 2 h después de la lesion (LTME/CsA 2h), 6 h después de 12 lesion (LTME/CsA 1h), 12 h. después de la
lesién (LTME/CsA Lh)y con lamimectomia més !a aplicacién de sulfato ferroso (lam+FeS0,). Los valores corresponden
al promedio + error estindar de 6 animales por grupo. *Diferencia significativa con respecto al grupo con LTME sin
CsA (p < 0.05) mediante la prueba ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey. UF= Unidades de fluorescencia.
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Gréfica 2. Resullados en el plano inclinado vertical Animales con LTME sin tratamiento (@), con LTME +
administracion de CsA | hora poslesion (M), con LTME + CsA 2 horas poslesién ( & ), con LTME + CsAG horas
poslesion ( @) y con LTME + CsA a las 12 horas poslesién ( U ). Los valores corresponden a la mediana de 8 animales.
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Grafica 3. Evaluacidn clinica realizada con e plano inclinado con fas ratas en posicion vertical a los 30 dias posteniares a

la LTME en cada uno de los grupes estudiados. Son los valores de las medianas de & animales.
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Grifica 4. Resultados obtenidos en ef ptano inclinado posicién horizontal. Animales con LTME sin ratamiento (@), con
LTME + administracidn de CsA | hora poslesion (M), con LTME + CsA 2 horas poslesion (A), con LTME + Csah
horas poslesion (#) y con LTME + CsA a las 12 horas poslesion  (0). Los valores corresponden a la mediana de 8
animales.
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Grafica 5
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Grifica 5. Evaluacién clinica realizada con el plano inclinado con las ratas en posicion horizontal & los 30 dias posterieres
2 la LTME en cada uno de los grupos estudiados. Son los valores de las medianas de 8 animales.
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Grafica 6. Evaluacion clinica realizada con la ¢scala de Tarlov en ratas con LTME sin tratamiento { @ ), con LTME +
administracién de CsA | hora poslesién (B8), con LTME + CsA 2 horas poslesion { & ), con LTME + CsAé horas
poslesion (@) ycon LTME + CsA a las 12 horas poslesion (D) Los valores coresponden a la mediana de 8 animales.
* Diferencia significativa con respecto al grupo con LTME sin CsA (p=0.02) mediante la prueba no pardmetrica de
Kruskall Wallis.
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Grifica 7. Evaluacion clinica realizada con la escala de Tarlov a los 30 dias posteriores a la LTME en cada uno de 105
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grupos estudiados. Son los valores de las medianas de 8 animales en cada grupo. * Diferencia significativa con respecto
al grupo lesionado sin CsA. * Diferencia significativa con fespecto al grupo lesionado sin CsA.
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