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Resumen

En la actualidad las lesiones y enfermedades relacionadas con el Sistema
Nerviosos Central representa un grave problema de salud que no sélo afecta a la
poblacién, sino que, su paliacién resulta sumamente costosa. La Lesion Traumatica de
la Médula Espinal (LTME), produce dafos normalmente irreversibles, como la pérdida
total de la motricidad de extremidades y dafio subsecuente a ciertos érganos vitales.
Esto se debe a que las células neurales carecen de capacidad regenerativa. Por lo
tanto era necesario realizar investigacion con el objeto de encontrar mecanismos para
reducir el dafio en la Médula Espinal después de una lesiébn promoviendo
neuroproteccion. En el presente trabajo se comparé el efecto neuroprotector ofrecido
por el péptido neural modificado A-91 en combinacién con un antioxidante el glutation
monoetil ester, contra el ofrecido por cada uno de manera independiente; se
contabilizé el nimero de neuronas sobrevivientes en el nucleo rojo y se evalud la
recuperacion motora de cada sujeto de esta investigacion. Los resultados indican que
en locomocion los sujetos tratados con la combinacién presentaron una recuperacion
significativamente mayor; en la evaluacion de capacidad de levantar el tren posterior,
la combinacién y el grupo de tratado con A-91 fue superior a los demas grupos. En
cuanto al andlisis del porcentaje de animales capaces de dar pasos después del
tratamiento se observa que la combinacion es significativamente superior a los demas
grupos. En el conteo de neuronas sobrevivientes en el nicleo rojo, los animales del
grupo de combinacion presentaron una sobrevida superior. Por lo anterior se concluye
que el uso de la combinacién del glutation monoetil ester con la estimulacion de la
autoinmunidad protectora fue la estrategia mas efectiva sobre la recuperacion motora
y la sobrevida de neuronas en el nicleo rojo en ratas con lesién traumética de la
médula espinal.



INTRODUCCION

Uno de los problemas de salud mas serios y que requiere de toda la
atencion, es el problema de lesion en la Médula Espinal (ME), ya sea por
contusién (traumatismo por accidente de trafico, laboral, deportivo, fortuito, etc.)
o por enfermedad (tumoral, infecciosa, vascular o de origen congénito -espina
bifida-). Este tipo de lesiones en la mayoria de los casos afectan al sistema
motriz del individuo, privandolo de parte de su movilidad en caso de una lesion
leve, o bien inmovilizandolo completamente si la lesién es severa.

El problema es grave; por ejemplo, en Estados Unidos alrededor de 11
mil personas por afo sufren una lesion en la médula espinal; entre 183 mil y
230 mil personas viven con una lesiéon de este tipo; mas de la mitad de éstas
lesiones se producen en jovenes de entre 16 y 30 afios de edad; la mayoria de
las victimas (81.6 por ciento) son de sexo masculino.! En México se ha
informado que la incidencia anual de traumatismos medulares en el Distrito
Federal es de aproximadamente 18.1 casos por millon de habitantes

Cada afio en México una gran cantidad de personas sufren de lesiones
de la médula espinal, lo cual significa que diariamente alguien en nuestra
comunidad ve radicalmente afectada su vida. Ademas de una pardlisis
permanente hay una serie de factores sociales, emocionales, laborales y
econdémicos que hacen de estos problemas una verdadera tragedia.3

El tipo de lesion ocasionado puede ser por contusién o por seccion
medular completa o incompleta: la completa suele producir choque espinal
agudo, con pérdida de todas las funciones sensorio-motoras, incluyendo
flacidez y pérdida de los reflejos a nivel de la lesién y por debajo de la misma.
Las lesiones menos graves se caracterizan por debilidad de las extremidades

con deterioro o pérdida de sensaciones al dolor y temperatura.*

' Art. Los Trastornos Neurolégicos: Las Lesiones Agudas de la Médula Espinal. Ubicacion:
http://www.mmhs.convclinical/peds/spanish/neuro/ascinj. htm

Art. Diaz Ruiz, Araceli. et al. Neuroproteccion después de una lesion médula. p. 438. Rev Med IMSS
2002; 40 (5).
* Art. Programa Mexicano de Prevencion de Lesiones Craneomedulares. Ubicacion:
WWw.neurocirugiamexicana.org/piensa_primero.html
* At Bracken MB. Et al. Indice of acute traumatic hospitalizad spinal cord injury in the United States /
Art Young JS. et al. Statistical information pertaining to some of the most commonly asked question



La lesién traumatica de medula espinal (LTME) ocasiona alteraciones
estructurales y funcionales, mismas que son el resultado de una serie de
variaciones a nivel neural que pueden ser desde el bloqueo transitorio de la
conduccién eléctrica, hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado de
lesién. El tratamiento resulta muy costoso pues consta de varios estudios que
implican la utilizacién de instrumentos de alta tecnologia. Actualmente, la
incidencia de muerte sigue siendo considerablemente elevada, ain en los
centros de atencion especializados en este tipo de lesion.®

La LTME se divide principalmente en dos: lesion primaria y lesion
secundaria. La primaria es el resultado directo del trauma inicial y varia en
relacion a la intensidad del mismo, puede producirse desde una ligera
alteracion intersticial de las membranas celulares y de la conduccién axonal,
hasta la ruptura de una proporcién variable de axones y vasos sanguineos con
grave repercusion funcional. La secundaria es la secuencia de eventos
autodestructivos que siguen al trauma: desregulacién iénica, peroxidacion de
lipidos, isquemia, liberacién de neurotransmisores y otros que en conjunto
terminan con la necrosis maxima del tejido dafado.® Al existir shock medular
hay alteracion en la funcién autonomica, que produce vejiga neurogénica,
paralisis del intestino, y dafio en el sistema cardio respiratorio. ’

El sistema nervioso es el conjunto de estructuras funcionalmente
especializadas mediante los cuales el organismo responde adecuadamente a
los estimulos que recibe, tanto del medio externo como interno.” El Sistema
Nervioso Central estd formado por la médula espinal (ME) y el encéfalo; es el
sistema de percepcion y control de nuestro organismo; cuya funcién es recoger
informacién de todo el cuerpo a partir de innumerables terminaciones nerviosas
sensitivas.

about spiral cord injury./ Young, J. S; Northrup, N. E. Statisticalinformation pertaining to some of the
most commonly asked question about spinal cord injury.

5 Art. Goodkin R., et al. Sequential pathologic changes in spinal cord injury./ Art. Bedbrook GM. The
Development and care of spinal cord paralysis.

CArt. Balentine, J.D. Spinal cord trauma: In search of the meaning of granular axoplasm and vesicular
myelin.

7 Lopez ,Luis. Anatomia Funcional del Sistema Nervioso.



La informacién se transmite a través de diversos nervios hacia la ME y el
encéfalo, que reaccionan ante la informacion y envian sefales hacia los

musculos u érganos intemos del cuerpo para provocar una respuesta motora.

El organismo cuenta con el sistema inmune (SI) que es un conjunto de
mecanismos de defensa especificos que protegen al organismo de agentes
patégenos externos. Las células que forman el sistema inmune se organizan en
tejidos y érganos (sistema linfoide) y su objetivo es promover la respuesta
inmunolégica.®

Durante la ontogenia las células inmunes desarrollan en forma aleatoria
la capacidad para responder contra los agentes extrafios (antigenos). Ahora
bien, la autoinmunidad supone la agresion del sistema inmune de un individuo
contra estructuras propias (auto-antigenos), provocando un dafio en el érgano
o estructura al que se dirigen los mecanismos defensivos del organismo.

La autoinmunidad es la causa del desarrollo de diversas enfermedades
con importancia clinica. Dentro de estos fendmenos son especialmente
relevantes por su incidencia la artritis reumatoide, el lupus eritematoso
sistémico, la esclerosis multiple, la miastenia gravis, la diabetes juvenil tipo 1, la
tiroiditis y la cirrosis biliar primaria.®

Después de una lesiéon en el SNC las células T migran hacia el sitio
daflado y ahi se acumulan en cantidades que son incluso mayores a las
observadas en el SNC no lesionado.'® Existe la posibilidad de que las células T
autoinmunes, puedan directa o indirectamente promover proteccion axonal
disminuyendo los efectos de la degeneracién secundaria a través de multiples
mecanismos, ya sea por la secrecién de citocinas, factores neurotréficos o por
la produccién de quimiocinas las cuales puedan atraer a otros elementos del

SArt. Referencia Internet. http://www.med.uva.es/~pingo/Inmunologia/Apuntes/tema2 htm

°Art. Referencia Internet. http://www.diariomedico.com/hematologia/n14060]tris.html

' Arts. Schwartz, M., et al. Innate and adaptive i responses can be beneficial for CNS repair. /.
Hauben, E. et al. Passive or active inmunization with myelin basic protein promotes recovery from spinal
cord contusion ./ Yoles, E. et al. Protective autoimmunity is physiological response to CNS trauma./
Kipnis, J. et al. Neuronal survival after CNS insult is determined by a genetically encoded autoimmune
response.




sistema inmune como neutréfilos y macréfagos, que se sabe pueden participar
en la regeneracion axonal.

A la estrategia que busca disminuir la degeneracién del tejido neural en
una lesion del SNC se le llama neuroproteccion; el objetivo es reducir el medio
ambiente nocivo mediante la neutralizaciéon de mediadores toéxicos o por el
aumento en la resistencia del tejido a la toxicidad. Existen diversas estrategias
de neuroproteccion que se describen en el desarrollo del presente trabajo, pero
la que se utilizé en éste experimento fue la de una inmunizacién activa con la
combinacién de un antioxidante y un péptido neural modificado.

La estrategia propone estimular el propio sistema inmunolégico para

1" En esta linea, varios estudios han

promover proteccion del tejido neura
demostrado que la estimulaciéon del S| mediante inmunizacién activa o pasiva
con auto-antigenos neurales como la proteina basica de la mielina MBP (del
inglés myelin basic protein), reduce el dafio neuronal después de una lesién

incompleta de la médula espinal.

La inmunizacion activa con péptidos no encefalitogénicos promueve una
mejor recuperacion motora después de una LTME. Sin embargo con esta
estrategia, algunos de los fenémenos destructivos como la lipoperoxidaciéon no
estan siendo inhibidos desde la fase aguda de la lesion. Por otra parte, el
antioxidante Glutatién Monoetil Ester (GSH-MEE, por sus siglas en inglés) ha
demostrado ser un excelente antioxidante en modelos experimentales con
LTME. La combinacién de la vacuna protectora (inmunégeno) con la
administracion inmediata del antioxidante podria ofrecer una mejor
recuperacion neurolégica que la observada en individuos tratados sélo con la
inmunizacién protectora.

" Moalem, G. et. al. Autoimmune T cells Project neurons from secondary degeneration alter central
nervous system axotomy./ Hauben. op. cit.



CAPITULO. | Sistema Nervioso

1.1 Composicion del Sistema Nervioso.

El Sistema Nervioso (SN) controla las funciones del organismo; esta
compuesto basicamente por células especializadas cuya funcién es recibir
estimulos sensitivos y transmitiio a los 6rganos efectores, musculares o
glandulares.’? Este sistema es complejo por el gran nimero de funciones de
regulaciéon que realiza; por su estructura viajan millones de pequefios datos de
informacién procedentes de diferentes érganos sensoriales, para después
codificar la respuesta adecuada que debe dar el organismo.

Se calcula que el cerebro humano contiene mas de 100 billones de
neuronas, cada una de éstas son capaces de infiuir a muchas otras células. Se
requiere de un mecanismo eficiente y sofisticado para controlar la
comunicacion entre éste gran nimero de elementos. Entre las células
nerviosas existen contactos celulares de un tipo especial llamado sinapsis
(unién) a través de la cual un impulso nervioso es transmitido desde una célula
nerviosa a ofra (fig.1). Existen dos tipos de sinapsis, la eléctrica que consiste
en permitir el flujo directo pasivo de corriente eléctrico de una neurona a otra y
la sinapsis quimica que permite la comunicacion célula-célula via secrecién de
neurotransmisores.”

Sinapsis

Dendrita Vaina de Mielina \

Nodo de
Ranvigr

Cuerpo de la
Celula

Fig. 1 Sinapsis neuronal

12 Snell S. Richard. Newroanatomia Clinica. p.-4,5.
13 Purves, D. et. al. NewroscienceSinaur Associates.



El Sistema Nervioso (SN) se divide en 2 partes principales: el Sistema
Nervioso Central (SNC) que consiste en el encéfalo, cerebro, cerebelo, puente,
bulbo y médula espinal y el Sistema Nervioso Periférico (SNP) que consiste en
los nervios craneanos y espinales y sus ganglios asociados.

1.2 Sistema Nervioso Central

En el SNC, el encéfalo y la medula espinal son los centros principales
donde ocurre la correlaciéon e integracién de la informacién nerviosa; por lo
tanto, estan bien resguardados; tanto el encéfalo como la médula espinal estan
suspendidos en liquido cefalorraquideo, y estan protegidos por los huesos del
craneo y la columna vertebral (Fig.2). Estd compuesto por gran nimero de
células nerviosas excitables y sus prolongaciones, las cuales estan sostenidas
por tejido especializado denominado neuroglia.

Fisura
longitudinal

Bulbo y cintilla

Lébulo frontal #~ olfatoria

Lébulo temporal £ - Nervio éptico

Hipotalamo Quiasma éptico

Mesencéfalolo 5§

Sustancia
perforada posterior

Nervios
Craneales

Protuberancia -+

Bulbo raquideo SRR

Lébulo parietal

Cerebelo
Lébulo occipital

Fig. 2 Componentes del Sistema Nervioso Central



Se origina por modificacién y sucesiva evolucion de la parte medial
(placa neural) de la hoja external o ectodermo del embrién, durante las
primeras semanas del desarrollo. Cada elemento del SNC va envuelto en
membranas de naturaleza conectiva denominadas meninges, que, desde el

exterior hacia el interior, son la duramadre, la aracnoides y la piamadre.

La conduccién de los impulsos nerviosos a través de neuronas aferentes
permite que la informacién pueda ser llevada a los centros donde se va a
procesar e interpretar. Su funcién principal es transmitir los impulsos nerviosos
desde los receptores hasta ciertas partes del SNC, donde la informacion se
recibe y se distribuye para la organizacién de reacciones a diferentes niveles.
La conduccion del impulso puede ser via axénica (conduccién que se aleja del
cuerpo celular) o via dentrita (que se dirige hacia el cuerpo celular).

Cuando un impulso viaja a lo largo de un axén, de un nédulo de ranvier a
otro la transmisién caracteristica es eléctrica. Cuando el impulso es transmitido
de neurona a neurona a través de una sinapsis la transmision tipica es quimica.

La capacidad de permeabilidad selectiva de los iones es funcion de la
membrana celular. Es ésta propiedad de la célula nerviosa la que participa en
la transmision del impulso nervioso; el transporte activo de sodio, del
axoplasma al liquido intersticial, proceso en el que participa la bomba de sodio,
es la capacidad selectiva mas importante de la membrana celular nerviosa.
Esto da lugar a un potencial de membrana.*

1.3 Sistema Nervioso Periférico

El SNP es una cadena formada por ganglios que se localiza fuera del
encéfalo y la médula espinal. Estas fibras son de dos tipos funcionales: fibras
aferentes para la transmision de informacion sensitiva hacia la médula espinal y
el encéfalo, y fibras eferentes para transmitir de regreso las sefiales motoras
desde el SNC hacia la periferia.

'* Barne, Robert. Fisiologia.
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Fig.3 Organos y nervios del Sistema Nervioso Periférico

Los nervios tienen forma de cordones cilindricos mas o menos gruesos,
de diferente longitud y de un color blanco rosaceo; estan formados
esencialmente por prolongaciones o neuritas de las células nerviosas y tienen
el fin de asegurar la unién entre lo centros nerviosos y las diferentes partes del
cuerpo. Las células nerviosas o neuronas representan la unidad estructural del
sistema nervioso. Su caracteristica mas llamativa es la presencia de una o mas
expansiones protoplasmaticas (prolongaciones) de distinta longitud, que
emergen del propio cuerpo celular: las dendritas y el neuroeje. Estas
caracteristicas estan en relacion con las funciones especificas de las células
nerviosas: la transmisién y la recepcion de los impulsos. Las dendritas,
pequenas expansiones, a veces ramificadas, reciben y transmiten el impulso
hacia el cuerpo celular (soma); las neuritas (0 axones) tienen la funcion de
transmitir el impulso desde el soma a otras células nerviosas o a los érganos
efectores (por ejemplo, musculos, glandulas, etc.)



Los nervios se dividen en cerebroespinales y simpaticos. Los nervios
cerebroespinales pueden ser: motores somaticos, para los musculos estriados,
voluntarios, y sensitivo-somaticos, que son aquellos que se encargan de la
sensibilidad estereoceptiva y propioceptiva. Los nervios simpaticos pueden ser:
motores viscerales, que inervan los musculos lisos y las glandulas, y sensitivos
viscerales, para la sensibilidad introceptiva. Los nervios, constituidos por fibras
motoras y sensitivas, o por fibras somaticas y viscerales simultaneamente, se
denominan nervios mixtos. Los nervios motores tienen su origen en el interior
de un segmento del eje cerebroespinal, mientras que los nervios sensitivos
tienen su origen fuera del mismo, en un grupo de células contenidas dentro de

un ganglio nervioso.

Los nervios espinales son aquellos que tienen su origen aparente en la
médula espinal y atraviesan los orificios vertebrales para distribuirse a los
territorios organicos a los cuales estan destinados. Son 31 pares y todos ellos
son nervios mixtos, es decir, sensitivos y motores. De éstos, ocho pares son
cervicales, doce dorsales, cinco lumbares, cinco sacros y uno coccigeo. Cada
nervio espinal estd formado por dos raices, una anterior y una posterior; la
anterior o motora tiene su origen real en la sustancia gris espinal (parte en el
asta gris anterior y parte en el tramo anterior de la zona intermediolateral);
emergen por el surco lateral anterior de la médula espinal que representa su
origen aparente. La raiz posterior o sensitiva tiene su origen real en el ganglio
espinal y penetra en la médula espinal a través del surco lateral posterior que
constituye su origen aparente. Termina en el asta gris posterior, y en el tramo
posterior de la zona intermedio-lateral y en los nucleos de Goll y de Burdach
del bulbo. En su curso se encuentra el ganglio espinal, el cual, en el tramo
cérvico-dorso-bulbar de la columna vertebral, estd colocado en el canal de
conjuncién y en el tramo sacro en el canal sacro. En cada raiz, anterior y
posterior, se distinguen dos porciones: la primera esta contenida en el saco de
la duramadre; la segunda se encuentra fuera, pero estd envuelta en una vaina
propia que estd en dependencia con la duramadre; esta ultima porcién se

denomina nervio radicular.



1.4 Columna Vertebral

La columna vertebral proporciona soporte estructural al tronco y rodea y
protege la médula espinal; también proporciona puntos de unién para los
musculos de la espalda y para las costillas. Los discos vertebrales tienen la
funcion de absorber los impactos durante actividades tales como caminar,
correr y saltar. Estos también permiten la flexion y extensiéon de la espina
dorsal.'®

La columna vertebral se compone de 33 vértebras: 7 cervicales, 12
toracicas, 5 lumbares, 5 sacras (fusionadas para formar el sacro) y 4
coccigeas. Es una estructura flexible debido a que esta segmentada y se
compone de vértebras, articulaciones y discos fibrocartilaginosos llamados
discos intervertebrales (Fig.4). Estos representan una cuarta parte del largo
total de la columna. Una vértebra tipica estd formada por un cuerpo
redondeado anterior y un arco vertebral posterior. Estos rodean un espacio
llamado agujero vertebral, a través del cual pasa la ME y sus envolturas. El
arco vertebral lo crea un par de pediculos cilindricos, que conforman los lados
del arco, y un par de laminas planas que completan el arco. *®
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Fig. 4 Columna Vertebral

' Referencia Internet. University of Maryland Medicine http://www.umm.edu/esp_imagepages/1116.htm
16 &
Snell, op cit.
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1.5 Médula Espinal

La Médula Espinal (ME) es una estructura blanco grisacea que esta
ubicada dentro del conducto raquideo de la columna vertebral; comienza,
arriba, en el agujero occipital del craneo, donde se continua con el bulbo
raquideo del encéfalo y termina a nivel del borde inferior de la primera vértebra
lumbar (Fig.5). "7

La ME cumple 2 funciones: primero, sirve como conductor para vias
nerviosas hacia el cerebro y desde éste, segundo, sirve como area integradora
para la coordinaciéon de actividades nerviosas subconscientes, tales como la
reaccion refleja de una parte del cuerpo ante un estimulo doloroso.

La ME es aproximadamente cilindrica. Sin embargo, en la regién
cervical, donde da origen el plexo branquial, y en las regiones toracicas inferior
y lumbar, donde da origen al plexo lumbosacro, existen unos ensanchamientos
fusiformes, denominados ensanchamientos cervical y lumbar. En su extremo
inferior la ME se ahusa hacia el cono medular, desde cuyo vértice desciende
una prolongacién de la piamadre, el filum terminale, que se inserta en la parte
posterior del céccix. e \H'
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Fig. 5 Fisonomia de la Médula Espinal

"7 Ibidem.



En la linea media anterior, la médula presenta una profunda hendidura
longitudinal, la cisura media anterior y, sobre la superficie posterior, un surco

poco profundo, el surco mediano posterior.

A lo largo de toda la ME hay 31 pares de nervios espinales unidos por
las raices anteriores o motora+s y las raices posteriores o sensitivas. Cada raiz
esta unida a la medula mediante una serie de raicillas que se extienden en toda
la longitud del segmento correspondiente de la médula. Cada raiz nerviosa
posterior posee un ganglio de la raiz posterior, cuyas células dan origen a
fibras nerviosas centrales y periféricas.'®

Cubriendo todas las superficies del cerebro y la ME existe un delgado
espacio lleno de liquido de varios milimetros de espesor denominado espacio
subaracnoideo. Este espacio esta limitado por las tres cubiertas del cerebro y
médula, denominadas meninges la duramadre, la aracnoides y la piamadre.

La duramadre que es una fuerte capa fibrosa que rodea la totalidad del
SNC,; esta estrechamente ligada a la superficie interna del craneo, pero sélo
laxamente al conducto vertebral, donde existe un espacio con tejido conectivo

laxo denominado epidural. '

La aracnoides es una estructura delicada unida débilmente a la superficie
interna de la duramadre. Y debajo de la aracnoides se encuentra un espacio
con liquido que rodea el cerebro y la médula, el espacio subaracnoideo. Este
espacio es penetrado por un gran nimero de pequenas trabéculas aracnoideas
que son parte del aracnoides.?

La piamadre es una capa delgada de caracter vascular que se adosa
intimamente a la ME. Por las caras laterales de la médula, a igual distancia
entre las raices dorsales y vertebrales de los nervios espinales, unas 22

extensiones membranosas puntiformes de la piamadre van a insertarse

'8 Ibidem.
' Guyton, Arthur. Anatomia y Fisiologia del Sistema Nervioso. p. 51 y 52
* Ibidem.



firmemente a la cara interna de la duramadre y de la aracnoides: son los
ligamentos dentados, ellos facilitan la suspensiéon de la ME justo en medio del
saco dural.?!

La ME estd compuesta por un centro de sustancia gris rodeado por una
cobertura de sustancia blanca. En un corte transversal, la sustancia gris se
observa como un pilar con forma de H con cordones anteriores y posteriores o
astas, unidas por una delgada comisura gris que contiene el pequefio conducto
central. La sustancia blanca puede dividirse en cordones anteriores, laterales y
posteriores. El cordén anterior de cada lado se ubica entre la linea media y el
punto de salida de las raices nerviosas anteriores; el cordén lateral se ubica
entre la salida de las raices anteriores y la entrada de las raices nerviosas
posteriores, y el cordon posterior se ubica entre la entrada de las raices
nerviosas posteriores y la linea media ( Fig.6).
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Fig. 6 Composicién de la Médula Espinal

2! Lépez, A. op cit. / Tortora, Gerard., Anagnostakos Nicolas P. Principios de anatomia y fisiolégia.
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1. 6 Estructura interna de la Médula Espinal

La ME estd compuesta por un centro de sustancia gris compuesta por
agrupaciones de cuerpos celulares y sus prolongaciones, rodeado por una
cobertura externa de sustancia blanca compuesta por haces de fibras
mielinizadas que asciende o descienden en los tres pares de cordones.

En un corte transversal la sustancia gris se observa como un pilar con
forma de H o “mariposa” con cordones anteriores y posteriores o astas, unidas
por una delgada comisura gris que contiene el pequefio conducto central
(Fig.7).2
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Fig. 7 Sustancia gris de la Médula Espinal

Las astas posteriores, funcionalmente somatosensitivas, estan
formadas por neuronas sensitivas que reciben los impulsos que llegan por las
raices posteriores. Las astas anteriores, funcionalmente somatomotoras, estan
constituidas por neuronas motoras cuyos axones salen por las raices anteriores
(Fig.8).

22 Snell. op.cit. p.8. / Carpenter, op. cit. p.71
2 Walter, Stephen. Anatomia del sistema nervioso.
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Fig. 8 Astas de la Médula Espinal

Las columnas grises anterior y posterior de cada lado se encuentran
unidas por una banda transversal de sustancia gris, justo en medio de la
comisura gris se encuentra un pequefio conducto lleno de LCR que recorre
completamente a la médula espinal: el canal central (también llamado canal del
epéndimo). Superiormente, se continla con el canal central de la mitad caudal
del bulbo raquideo para luego abrirse paso a la cavidad del IV ventriculo. El
canal central sirve como referencia para dividir la comisura gris en dos mitades
en sentido anteroposterior: la comisura gris anterior y la comisura gris posterior.
Entre la comisura gris anterior y la fisura mediana anterior existe una banda
transversal de sustancia blanca que comunica ambos cordones anteriores, la
comisura blanca anterior. Los cordones posteriores estan totalmente separados
por el tabique mediano posterior que va desde el surco mediano posterior hasta
la comisura gris posterior

16



lumbosacro de la médula, que inervan los musculos de las extremidades
superiores e inferiores respectivamente. 2*

La sustancia gris consiste en una mezcla de células nerviosas y sus
prolongaciones, neuroglia y vasos sanguineos. Las células nerviosas son
multipolares y la neuroglia forma una intrincada red alrededor de los cuerpos

neurales y sus neuritas.

En las astas grises anteriores, la mayoria de las células nerviosas son
grandes y multipolares, y sus axones pasan hacia las raices anteriores de los
nervios espinales como eferentes alfa, que inervan los musculos esqueléticos.
Las células nerviosas mas pequefias también son miltipolares y los axones de
muchas de éstas pasan hacia las raices anteriores de los nervios espinales
como los eferentes gama que inervan las fibras musculares intrafusales de los

huesos neuromusculares.

Existen 4 grupos de células nerviosas del asta gris posterior, dos que
se extienden en toda la longitud de la ME y dos que se restringen a los
segmentos toracico y lumbar. El grupo de sustancia gelatinosa se sitia en el
apice del asta gris posterior a lo largo de toda la ME.?®

La sustancia gris de la ME esta al servicio de dos funciones. Primero,
sus sinapsis retransmiten sefales entre la periferia y el cerebro en ambas
direcciones. Es principalmente en las astas dorsales donde las sefales
sensitivas son retransmitidas desde las raices sensitivas de los nervios
espinales pasando luego hacia arriba en la sustancia blanca de la médula hacia
las diversa areas sensitivas del cerebro. Es fundamentalmente en las astas
ventral y lateral que las sefiales motoras son retransmitidas desde los tractos
nerviosos descendentes procedentes del cerebro hacia las raices motoras de
los nervios espinales. Segundo, la sustancia gris de la médula funciona como
integradora de algunas actividades motoras; por ejemplo, cuando la mano es
sometida a un estimulo doloroso, las sefales sensitivas que llegan a la médula

provocan una reacciéon inmediata en la sustancia gris de la regién

4 Walter, S. op cit. / Alvares, J. Anatomia comparada Basica.
% Snell.op.cit.171



correspondiente a la mano. Esto produce, en el término de una fraccién de
segundo, sefales motoras que causan la retirada de la mano del estimulo
doloroso. Esto se denomina reflejo de retirada (reflejo flexor o reflejo

doloroso).?®

La sustancia blanca se divide en tres cordones (funiculi) pares:
posterior, lateral y anterior. El cordén posterior se encuentre entre el asta
posterior y el tabique medio posterior. En las regiones toracicas superior y
cervical, un tabique intermedio posterior, mas pequefio y menos definido, divide
cada cordén posterior en dos columnas blancas. El cordén lateral se haya entre
la zona de ingreso de la raiz dorsal y el punto en que emergen las raices
ventrales de la ME.?’

La sustancia blanca de la ME consiste en una mezcla de fibras
nerviosas, neuroglia y vasos sanguineos, rodea a la sustancia gris y es de color
blanco debido a la alta proporcién de fibras nerviosas mielinicas. Estas fibras
se encargan de unir funcionalmente los segmentos medulares entre si y la ME

con el encéfalo.

La disposicion de los tractos de las fibras nerviosas en la ME se ha
deducido como resultado de experimentos en animales y del estudio de la ME
humana en caso de fibras nerviosas degenerativas como causa de lesién o
enfermedad. Aunque algunos tractos nerviosos se encuentran concentrados en
algunas areas de la sustancia blanca, ahora en general se acepta que existe
una considerable superposicion.

%6 Guyton op.cit. p. 46
*7 Carpenter. Malcolm. Neuroanatomia Fundamentos. p. 70



A continuaciéon se enumeran los diferentes tractos de la sustancia blanca

y algunas de sus funciones:

Tractos ascendentes, tractos del cordéon blanco posterior.- estos tractos
transmiten informacion de sensibilidad propioceptiva, sentido de vibracion y
discriminacion tactil.

Tractos del cordén blanco lateral, espinocerebeloso posterior.- Transmite
informacién propioceptiva y contribuciones adicionales de los receptores del
tacto y presion; esto permite al cerebelo participar en el control del movimiento

voluntario.

Tracto espinotalamico lateral.- Transmite informacion relacionada con la

sensibilidad termoalgésica.

Tracto espinotectal.- Proporciona una via ascendente para reflejos
espinovisuales.

Tracto posterolateral (Lissauer).- Estd ubicado entre la punta del asta gris
anterior y la superficie de la médula espinal préxima a las raices posteriores; se
relaciona con las sensaciones de calor, frio, dolor y forma gruesa de sensacién
tactil.

Tracto espinoolivar.- Transmite informacién desde los érganos cutaneos y
propioceptivos.

Tractos del cordén blanco anterior, tracto espinotalamico anterior.- Se le

relaciona con la transmisién de sensibilidades tactiles y de presion.

Tractos del cordéon blanco lateral, tracto corticoespinal lateral.- es una

importante via motora relacionada con el movimiento voluntario.



Tracto rubroespinal.- Forma una pequefia banda ubicada por delante del
tracto corticoespinal lateral. Transmite impulsos relacionados con la actividad
muscular. Existen otros tractos como el reticuloespinal lateral y el olivoespinal

que también estan relacionados con movimiento muscular.

Sus fibras se originan en el nucleo rojo del mesencéfalo y transmiten
impulsos que provienen del mismo nucleo rojo e indirectamente del cerebelo y
del cuerpo estriado. Las fibras continan por el tronco encefalico hasta el
cordén lateral de la médula espinal, anterior al tracto piramidal cruzado, para
finalmente hacer sinapsis con las interneuronas de las astas anteriores.

Para abordar directamente el tema del nucleo rojo, que es uno de los
objetos de estudio, es necesario abundar en la descripcién de algunos
componentes del encéfalo.

1.7 Componentes del encéfalo

El encéfalo o cerebro se localiza en la cavidad craneal. Es la principal
area integradora del sistema nervioso, el lugar donde son almacenados los
recuerdos, son concebidas las ideas, se generan las emociones y se realizan
otras funciones relacionadas con nuestra psique y el complejo control del

organismo.

El encéfalo esta divido en 6 porciones o niveles funcionalmente
diferenciables: los hemisferios cerebrales, el diencéfalo, el mesencéfalo, el

cerebelo, la protuberancia, el bulbo raquideo.

El diencéfalo es una estructura nodular distinguible del resto del
cerebro, que conecta el telencéfalo (cerebro) con el mesencéfalo (cerebro
medio). El diencéfalo se define como a aquellas estructuras que rodean el
tercer ventriculo. Las estructuras principales del diencéfalo son el talamo y el
hipotalamo; ambos estan compuestos de mudltiples nucleos que realizan

diferentes funciones nerviosas importantes.?®

* Guyton. op.cit. p. 19
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El mesencéfalo es la parte estrecha del encéfalo que conecta el
procencéfalo con el romboencéfalo. La cavidad estrecha del mesencéfalo es el
acueducto cerebral, que conecta el tercer y cuarto ventriculo. Se puede dividir
en tres porciones 1.- el techo (tectum) o ldmina cuadragésima, dorsal al
acueducto cerebral; 2.- una parte central la calota (tegmentum), que representa
la continuacién rostral de la formacién reticular protuberancial y 3.- una parte
ventral, los pedunculos cerebrales (crura cerebri), que contienen proyecciones
corticales descendentes. La sustancia negra, un nucleo pigmentado separa la
calota mesencefalica de los pedunculos cerebrales. 2 nucleos de los nervios
craneales, el patético y el motoro ocular comun (oculomotor), se encuentra en
la linea media, ventrales con respecto a la sustancia gris pericueductal.?®

El cerebelo se ubica dentro de la fosa craneana posterior, por detras de
la protuberancia y el bulbo raquideo. Consiste en dos hemisferios conectados
por una porcién mediana, el vermis. El cerebelo esta conectado al mesencéfalo
por los pedunculos cerebelosos superiores, a la protuberancia por los
pedunculos cerebelosos medios y al bulbo raquideo por los pedunculos
cerebelosos inferiores.®

El cerebelo contiene 3 nucleos profundos: el fastigial, el interpésito y el
dentado. Las fibras aferentes del cerebelo proceden de receptores sensoriales
periféricos, del tronco encefalico y de la corteza cerebral, estructuras que
envian sus axones tanto a los nucleos profundos como a la corteza cerebelosa.
Esta proyecta a los nucleos profundos y a los nicleos vestibulares del tronco
encefalico, los cuales a su vez conectan con los nucleos motores del tronco y la
corteza cerebral. Estas proyecciones se dirigen sino a todas, a la mayor parte
de las zonas de control del SNC.

En general, la funcién del cerebelo, es comparar sefales motoras
descendentes con las sefales sensoriales de retroalimentacion que resultan de
la contraccién de los musculos y que informan al sistema nervioso de la
correcta ejecucion de un movimiento. El cerebelo realiza estas funciones
gracias a que recibe informacion sensorial de cada musculo al que conecta de

*% Carpenter. op.cit.
3 Snell.op.cit. p. 12
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forma directa con los sistemas del control motor de la corteza y el tronco

cerebral.®'

Los cerebelosos superiores son dos cordones aplanados de delante
hacia atras, constituidos por fibras que de los ntcleos del cerebelo se dirigen al
ndcleo rojo y al talamo del lado opuesto. Nacen sus fibras en los nicleos
dentado y emboliforme del cerebelo.*

1.8 Nucleo Rojo

Los nucleos cerebelosos profundos localizados en la masa cerebelosa
son cuatro: el dentado, el globuloso, el emboliforme y el fastigial. Los nucleos
vestibulares en el bulbo también funcionan en algunos aspectos como si fueran
nucleos cerebelosos profundos debido a sus conexiones directas con la corteza
del I6bulo floculonodular.

Estos nucleos reciben sefales de dos fuentes diferentes: 1) la corteza
cerebelosa, y 2) todas las vias sensoriales aferentes para el cerebelo. Asi
pues, todas las sefales que entran en el cerebro acaban terminando en los
nucleos profundos.

Las alteraciones de los movimientos en los humanos son provocados
por lesiones o algunas enfermedades las cuales dafian a los controles motores,
uno de estos sistemas moduladores son los ganglios basales y el cerebelo.
Dentro de los ganglios basales podemos encontrar un grupo de nucleos del
encéfalo anterior (caudado, putamen y globo palido) y algunas estructuras
principales dentro del tronco del encéfalo como son: la sustancia negra y el
nucleo rojo.*

El nacleo rojo es un componente importante del tegmento. El nicleo
tiene una forma ovoide (es redondo al corte transversal), extendiéndose desde
el limite caudal del foliculo superior a la regién subtalamica del diencéfalo. El

nucleo tiene una coloracion rosacea a su vascularizacion del tejido que lo

3: Rodney A. R. et al. Fisiologia Medica.
32 pedunculos/Cerebelosos. Diccionario Medicobiolégico University. p. 791
» Rosen G. M. et al. Free radical and phagocytic cells.
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rodea. Tiene una apariencia punteada en los cortes tefidos por el método de
WEIGERT esto se debe a las fibras mielinizadas que penetran al nucleo y
salen del mismo. El nucleo rojo se divide en dos regiones que difieren en su
citoarquitectura y conexiones. La regién caudal es filogenéticamente la parte
mas antigua, la cual esta formada por células grandes en medio de neuronas
pequefas y se conoce como porcidon magnocelular. La porcién superior es mas
reciente desde el punto de vista filogenético y esta especialmente desarrollada
en el humano; esta formada de pequenas células por lo que se denomina

porcién parvicelular.®

Algunas conexiones que pasan por el nucleo rojo son las aferentes del
cerebelo y de la corteza cerebral. Las fibras que se originan en los nucleos
cerebelosos forman el brazo conjuntival y entran al mesencefalo. Algunas de
esas fibras terminan en el nucleo rojo, especialmente en la porciéon
magnocelular. La mayoria de las fibras del brazo pasan por el nucleo rojo y lo
rodean en su camino hacia el nucleo talamico (el nucleo lateral ventral) que a
su vez, se proyecta hacia las areas motoras del I6bulo frontal.

De las conexiones eferentes, el nucleo rojo es una de las fibras del
tracto rubroespinal, se originan en la porcién magnoceluar y cruzan la linea
media a nivel de nucleo en la decusacion tegmental ventral. Los impulsos
motores importantes de diversos origenes se dirigen al nucleo rojo, donde
hacen relevo en su camino hacia las neuronas motoras bajas promedio de
conexiones rubrorreticulares y rubroespinales. Numerosas fibras rubro-olivares
salen de la porcién parvicelular y se dirigen al complejo olivar de la medula
oblongada por el tracto tegmental central. El nicleo rojo manda unas cuantas
fibras a los nucleos cerebelosos por el pedinculo cerebeloso superior y existid

evidencia de conexiones reciprocas entre el niicleo rojo y la sustancia gris.*®

“_ Stephen, Ranson. Anatomia del sistema nervioso.
%> Murria, Barr. El sistema nervioso humano.
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1.9 Neurona

Neurona es el nombre dado a la célula nerviosa y todas sus
prolongaciones. Las largas prolongaciones de una célula nerviosa se

denominan axones o fibras nerviosas.

Las neuronas son células excitables especializadas para recepcién de
estimulos y la conduccién del impulso nervioso. Su tamafo y forma varia
considerablemente, pero cada una posee un cuerpo celular desde cuya
superficie se proyecta una o mas prolongaciones denominadas neuritas. Las
neuritas responsables de recibir informacién y conducirla hacia el cuerpo
celular se denominan dendritas. Las neuronas se hayan en el encéfalo, ME y
ganglios. Al contrario de las otras células del organismo, las neuronas normales
en el individuo maduro no se dividen ni se reproducen.

El cuerpo de la neurona consiste en una masa de citoplasma en la que
esta incluido el nucleo; esta limitado por su lado externo por una membrana

plasmatica.*®

El citoplasma que rodea al nucleo se denomina pericarion; el citoplasma
es rico en reticulo endoplasmatico granular y agranular y contiene los
siguientes organelos e inclusiones: sustancia de Nissil; aparato de Golgi;
mitocondrias; microfilamentos; microtibulos; lisosomas; centriolos; lipofuscina;
melanina; glucégeno y lipidos ( Fig.9).

Fig. 9 Citoplasma (izquierda) y Pericarion (derecha)

% Snell. op. cit. p. 54
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Existen tres tipos de neuronas de acuerdo a su funcién que intervienen
en la formacion de las vias nerviosas: neuronas sensitivas o aferentes.- son
las que conducen impulsos desde la piel u otro érgano sensitivo hacia la ME y
al cerebro; neuronas motoras o eferentes.- transportan impulsos que salen del
cerebro y ME hacia ciertas estructuras donde tiene lugar la respuesta, como en
el musculo estriado, musculo liso, musculo cardiaco o glandulas;
interneuronas o neuronas centrales.- son las forman una red intercomunicante
e integradora entre neuronas sensitivas y motoras.

Desde el punto de vista estructural las neuronas se pueden clasificar en:
neuronas multipolares que son las que tienen un axén y dos o mas dendritas;
las neuronas bipolares tienen un axén y una dendrita, se localizan en la retina,
en el ganglio espial de la céclea y en el ganglio vestibular; la neuronas
unipolares o monopolares tienen una prolongacion, el axén que se divide
cerca del soma celular en dos prolongaciones largas.

1.10 Neuroglia

El tipo celular mas abundante en el SNC esta constituido por células de
la glia. Estas células no generan activamente senales eléctricas. Las células de
la glia ejercen funciones de soporte; remocion de productos de desecho de
metabolismo neuronal, o de restos celulares; proveen vaina de mielina; funcién
de buffer espacial de potasio y de captacién de neurotransmisores; una funcién
de guia para la migracién neuronal durante el desarrollo y una funciéon de
nutricion neuronal.

Las células gliales se dividen en dos grupos: macroglia.- que
comprende a los astrositos, oligodendrocitos (del griego: oligos, pocos) (que
poseen menos prolongaciones ramificadas que los astrocitos, ayudan a
mantener unidas las fibras nerviosas y producen mielina que envuelven las
fibras nerviosas localizadas en el SNC), células de Schwann (que poseen un
nucleo alargado y aplanado, en el plasmalema se forma una invaginacién; las
células de Schwann forma una vaina completa alrededor de los axones de
mielina en el SNP a excepcion de las terminales) y ependimocitos y es de
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origen mesodérmico; microglia.- de origen ectodérmico, comprende fagotitos

que son parte del sistema inmune.*”

En caso de dafio al tejido nervioso, las células residentes de la microglia
se pueden transformar en microglia activa, con actividad fagocitica que acttian
como células presentadoras de antigenos profesionales. La microglia son las
primeras células que reaccionan ante una lesion del SNC, con divisiones,
modificaciones morfoldgicas y liberacién de sustancias de sefial (citocinas); a
continuacién reaccionan la astroglia y la oligodendroglia, quizas inducidas por

la sustancial sefial de la microglia.>®
1.11 Mielina

La vaina de mielina es densa y gruesa formada en algunos casos por
hasta 100 capas concéntricas de membrana plasmatica que impide casi
completamente el escape de corriente a través de la porcién de la membrana
del axén cubierta. Entre un segmento de vaina y el siguiente, quedan desnudas
pequenas regiones de la membrana del axén. Estas regiones denominadas
Nédulos de Ranvier, tiene unos 0.5 um de largo y son focos de activaciéon
eléctrica practicamente todos los canales de Na™ del axén estan concentrados
en los nédulos con una densidad en ellos de varios miles de canales por um?,
mientras que las regiones de la membrana axénica cubiertas por la vaina de
mielina carecen casi por completo de estos canales. En una fibra el impulso
salta de un nodo a otro, este proceso es llamado conduccién saltoria, ésta
propaga el potencial de accién mas rapidamente que la conduccién por flujo de
corriente local. Por lo tanto fibras mielinizadas conducen impulsos 50 veces
mas rapidos que fibras no mielinizadas de tamario comparable.*®

La mielina estd compuesta de lipidos y proteinas cuya interacciéon y
asociacién con el citoesqueleto determina la estructura microscépica de la
membrana. Los principales lipidos encontrados son: colesterol, fosfolipidos,
galactolipidos y piasmalégenos. La cubierta de mielina actia como un aislador,

37 Cardinali, Daniel. Manual de Neurofisiologia. p.3 'y 4
%8 Geneser, F. Histologia.
%% Sherwood, L. Human Physiology.
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que previene que la corriente escape de la porcidbn mielinizada de la
membrana.*’

1.14 Sinapsis

ElI SN consiste en un gran niumero de neuronas vinculadas entre si para
formar vias de conduccién funcionales. Donde dos neuronas entran en
estrecha proximidad y ocurre una comunicacion interneuronal funcional, el sitio
de ésta comunicacion se denomina sinapsis.

Esta comunicacién puede efectuarse a dos niveles, uno de ellos puede
ser en la membrana o en el interior de la célula. En el caso de la célula que
envia la sefal, ocurre en la terminacién presinaptica axonal, por lo tanto la que
recibe esa informacién es la parte post-sinaptica dentritica. En la parte dorsal
del ax6n se muestra un engrosamiento en forma de botén, en el interior de
éste se encuentran las mitocondrias y pequenas vesiculas las cuales contienen
moléculas de neurotransmisor. Al otro lado hay dentritas con forma de espina,
a las que la terminaciéon axoénica puede asociarse, ya sea en su parte terminal
(cabeza) o en la unién con la dendrita principal (cuello). En muchos casos
podemos identificar esta porciéon post - sinaptica por la presencia de una capa
mas densa localizada justo al lado opuesto de la presinapsis, como veremos
mas adelante. Este espesamiento o densidad post - sinaptica puede contener
las sustancias receptoras que interactian con los neurotransmisores liberados
desde la presinapsis.

40 Russell, Materson. Myelin: Biology and Chemistry.
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Capitulo 2. Lesion Traumatica de la Médula Espinal

2.1 Caracteristicas de la LTME

Como se mencioné anteriormente, la Lesion Traumatica de la Médula
Espinal (LTME), se considera un grave problema de salud publica ya que son
afectadas alrededor de 20 personas de cada millén al afio.

La médula espinal esta disefada como eje transmisor, regulador y
modulador de multiples funciones neurolégicas. A pesar de su compleja .
fisiologia, el tejido medular carece de capacidad intrinseca de regeneracion, de
tal forma que su lesion puede ser pequeiia pero con gran repercusion
neurolégica, en funcién de la actividad del area dafada y el nivel anatdmico

involucrado.*'

La LTME que puede ser por contusiébn o compresion ocasiona
alteraciones estructurales y funcionales que van desde el bloqueo transitorio de
la conduccién eléctrica, hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado
de lesion.*

El compromiso de las células motoras del asta gris anterior a nivel de la
lesion produce una paralisis parcial o completa de los musculos, con pérdida de
tono y atrofia muscular. La afectacién temprana de los tractos corticoespinales
y otros tractos descendentes producen debilidad muscular, aumento del tono
muscular (espasticidad), aumento de los reflejos tendinosos por debajo del
nivel de la lesion y una respuesta plantar extensora. El grado de pérdida
sensitiva depende de los tractos nerviosos afectados. Una lesién de cordones
blancos posteriores de la ME produce pérdida del sentido articular
(propiosepcion), del sentido de vibracion y de la discriminacion tactil por debajo

del nivel de la lesion del mismo lado. ElI compromiso de los tractos

*! Referencia Internet. http://www.uninet.edu/tratado/c 1 10605.html
*2 Goodkin, R. Cambell, JB. Sequencial pathologic changes in spinal cord injury./ Balentine J. D.
Calcium toxicity as a factor in spinal cord injury.

28



espinotalamicos laterales produce pérdida de las sensaciones de dolor, calor y
frio del lado opuesto del cuerpo por debajo del nivel de la lesién.*

Esta puede dividirse principalmente en dos: lesién primaria y secundaria.
La primaria es el resultado directo del trauma inicial y varia de acuerdo con la
intensidad del mismo: puede producirse desde una ligera alteracién intersticial
de las membranas celulares y de la conduccién axonal, hasta la ruptura de una
proporcion variable de axones y vasos sanguineos con grave repercusion
funcional. Se inician una serie de cambios inflamatorios, vasculares y
neuroquimicos que involucran principal e inicialmente a la sustancia gris
central, avanzando en sentido dorsal y caudal, afectando también la sustancia
blanca, pudiendo causar lesion medular completa sin transecciéon anatémica.
La secundaria es la secuencia de eventos autodestructivos que siguen al
trauma como son: la desregularizacion iénica, peroxidacién de lipidos,
isquemia, liberacion de neurotransmisores y otros que en conjunto terminan
con la necrosis maxima del tejido dafiado. Causa fenémenos inflamatorios con
liberacion de mediadores y enzimas lisosomales, alteraciones del endotelio
vascular con microtrombos y microhemorragias, y desequilibrios
neuroquimicos, como aumento de las concentraciones intramedulares de

noradrenalina y endorfinas.*
2.2 Danos irreversibles de la ME

Después de producirse una LTME existe baja capacidad de
regeneracion espontanea de las fibras nerviosas, debido principalmente a la
presencia de diversos factores inhibitorios de la regeneracion que son
sintetizados después del trauma, asi como al inadecuado balance en la
produccion de diversos factores troficos y al desarrollo de complejos eventos
neuroquimicos autodestructivos que provocan dafo irreversible del tejido

nervioso, como: -

* Snell. op.cit. p.180

* Anderson, K. Chemical and cellular mediator in spinal cord injury.] Bensel, C. Management of acute
spinal cord injury in./ Belentine, D. and Paris D. Pathology of experimental spinal cord trauma./ Das. D.
Perspectives in anatomy and pathology of paraplegia in expiremental animals.
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a) Pérdida de la regulacién iénica.- que lleva a la suspensién del impulso
nervioso y a la formacién de edema; consiste en un intenso movimiento iénico
que obedece a sus gradientes electroquimicos, incrementandose el Na+ y
Ca++ y disminuyendo el K+ y el Mg++ a nivel intracelular. Al verse alterado el
gradiente, cesa de inmediato la conduccién eléctrica y se favorece la formaciéon

de edema. ¥°

b) Incremento del calcio libre intracelular.- el cual activa diversas proteasas y
fosfolipasas con el siguiente catabolismo de proteinas y lipidos estructurales e
inhibicién del transporte axoplasmico, debido a que al aumentar el calcio en el
axoplasma, se dispara la accion de las proteasas neutras activadas por calcio y
se produce una proteolisis masiva de las neurofilamentos, la cual nos puede
llevar al colapso progresivo o a la fragmentacion del axén, para finalmente
necrosar los tejidos “°Al activarse las proteasas y fosfolipasas destruyen los
componentes celulares, entre ellos la mielina, con lo cual se favorece el
proceso desmielinizante. La elevacion intracelular.descontrolada desencadena
mecanismos de lesiéon que nos pueden llevar a la muerte celular por inhibicién
de la funcién mitocondrial, disminuyendo la presencia de ATP por activacion
de ATPasa.

c) Liberacion de grandes cantidades de glutamato y aspartato.- originando
una intensa sobreexcitacion de las neuronas viables, fenémeno conocido como
excitotoxicidad. En condiciones normales el glutamato y el aspartato, funcionan
como neurotransmisores, pero después de la lesion se liberan en gran cantidad

al espacio extracelular como resultado del dafio mecanico "

d) Finalmente, el estrés oxidativo.- estado donde se pierde el balance entre la
generacion de radicales libres y la capacidad de las defensas antioxidantes
(superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, etcétera) para

contrarrestarlos.*®

*> Hogan. L. Hsu, C. Caciumactivated mediators of secondary injury in the spinal cord.

* Boucher, A: Phelps, J. Acute management of the head injury patient In./Fiskum, G. Mitocondrial
participation in ischemie and traumatic neural cell death.

7 Art. Panter S S, et al. Alteracion in extracellular amino acids alter traumatic spinal cord injury.
*8 Art. Diaz, Araceli; et al. op.cit.. p 438.
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Otro evento importante desencadenado después de la LTME, es el
proceso isquémico en el cual se presentan dos niveles de dafo: uno es
inmediato y otro tardio. El inmediato es irreversible, ocurre en el area que
circula al vaso ocluido, donde el flujo sanguineo es igual a cero y se denomina
nucleo. Rodeando al nicleo hay un area llamada zona de penumbra, cuyo flujo
sanguineo ha disminuido notablemente, aunque sin llegar a desaparecer. Aqui
se producen cambios de tipo funcional. Si en esta zona de penumbra no se
restituye el flujo sanguineo, el dafio celular se vuelve permanente.*® Este
suceso se inicia con la reduccion del flujo sanguineo, las reservas energéticas
de la célula se terminan, por lo tanto ya no es posible mantener el potencial de
reposo de la membrana plasmatica, se produce una depolarizacién por los
mecanismo de falla de la ATPasa Na+K.

En algin momento este proceso pasa del citoplasma al nucleo, y
comienza la expresiéon genética de las citoquinas: por factor de necrosis
tumoral, Interleukina-1 moléculas de adhesién intercelular, que inician el
proceso inflamatorio, aumentando la permeabilidad y migracion de las células
inflamatorias. Dentro de las células que llegan al area en cuestion, juegan un
rol muy importante los leucocitos que se adhieren a la microvasculatura, son
activados alli y contribuyen al dafio del tejido.*® Por otro lado el 4cido lactico
formado depende de la cantidad de depésitos tisulares de glucosa y glucégeno
en el momento de instaurarse la isquemia. La presencia de hiperglucemia,
después del desarrollo del fallo bioenergético, origina una excesiva acidosis. A
partir de aqui, los procesos bioquimicos conducentes a la destruccién del
parénquima neural seran diferentes a nivel de las neuronas, de la glia o del

componente vascular °*

Después de la LTME y como consecuencia de la accién de diferentes
fendmenos, como la respuesta inflamatoria y el mismo proceso de isquemia, se
origina la formaciéon de radicales libres, mismos que al ser producidos en

exceso (estrés oxidativo) pueden exceder la capacidad antioxidante de las

49 Astrup, J. Siesjo, K. Symon, L. Threaholds in cerebral ischemic penumbra./ Castillo, J. Bioquimica de
la isquemia cerebral./Baron, C. Mapping the ischemic penumbra.../ Heiss, D. Kracht, W. et
al.Penumbral probability threshod of cortical flumazenil...
50 . S i .

Navarro, T y Henriquez, D. Aspectos fisiopatolégicos de la neuroproteccion.
*! Heiss,D. Graf, R. The ischemic penumbra Curr./ Castillo, J. Fisiopatologia de la isquemia cerebral...
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neuronas, ocasionando alteraciones de algunos constituyentes celulares,
como: proteinas, acidos nucléicos y lipidos principalmente. Un radical libre
(RL) se considera a cualquier molécula que contenga uno o mas electrones
desapareados, ya sea por pérdida o por ganancia de ellos.®? Los RL que son
responsables del estrés oxidativo, en las neuronas son: el anién superéxido
(O2-), el radical hidroxilo (OH), el peréxido de hidrogeno (H202) y el

peroxinitrito (ONOO-), %

El éxido nitrico (ON) es un gas inorganico, permeable, difusible, con
gran capacidad reactiva y constituye el primero de una nueva clase de
sustancias moduladoras. EI ON es sintetizado a partir del aminoacido L-
arginina por medio de la accién de la enzima sintasa del 6xido nitrico (NOS, del
inglés nitric oxide sinthase).* En la actualidad se conocen tres isoformas de la
NOS: la neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y una forma inducida (iNOS).
El aumento de la producciéon de ON es mediado por la accién de la nNOS la
cual origina una lesiéon neuronal inmediata y la NOS contribuye al dafio
neuronal retardado; sin embargo, la produccion de ON mediada por la eNOS
actia como neuroprotector, induciendo la relajaciéon de la fibra muscular lisa y
el mantenimiento del flujo sanguineo de la regién.*® La formacién del ON en
combinacién con el O2- origina ONOO-, el cual es responsable directo de la
lisis neuronal al reaccionar con radicales sulfidrilo, grupos tioliticos, proteinas,
lipidos y con los acidos nucléicos. Efectuandose asi un fenémeno denominado
lipoperoxidacion (LP).%

La respuesta inflamatoria participa en la generacién de RL; casi
inmediatamente después del traumatismo ocurre una reaccion inflamatoria que
involucra la accién de mediadores quimicos, la bradicina y sus precursores.57
Las citocinas IL-2, y IL-6, factor de necrésis tumoral alfa y la participaciéon de

las células inflamatorias, originan la activacion de las células inmunolégicas

52 Zentella, M. Saldaia, Y. Papel fisiolégico de los radicales libres.

>3 Dawson, L. Dawson, M. Free radicals and neuronal cell Death and differentiation./ Cadet, L. Free
radical mechanisms in the central nervous system.

** Moncada. S; Higgs. A. The L-arginine-nitric oxide pathaway.

%% Bredt, H. Hwang, M. Zinder, H. Localitation of oxide.

5% Halliwell B, Gutteridge JMC. Free radicals in biology and medicine.

37 Francel P. C. Bradkinin and neural injury.
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residentes (astrositos y microglia), ademas de las células reclutadas desde la

periferia como: macréfagos, linfocitos, etc.®®

Los acidos grasos polinsaturados (PUFA por sus siglas en inglés),
poseen tres 0 mas uniones de carbono con doble ligadura, que les confiere una
zona de enlace labil que permite que una molécula activa como el OH les

sustraiga un atomo de H.%®

El proceso de oxidacion de los acidos grasos se denomina en la LP, en
el cual se produce una reaccién en cadena, es decir, una vez comenzada
continla desarrollandose por si misma. En la actualidad este proceso se divide
en tres etapas: iniciacion, propagacién y terminacion.

La etapa de iniciaciéon se produce cuando la unién C-H de los PUFA
sufre la abstraccién del hidrégeno de la doble ligadura (hidrégeno alilico)
susceptible de ser abstraido por los RL, fundamentaimente el OH-, lo que
genera un radical lipidico. Teniendo el atomo de H un solo electrén, la
sustraccion del grupo H del grupo metileno produce el carbono.®® El inicio de
este proceso se muestra en la siguiente reaccion:

RH + OH R+H20
Donde RH = PUFA y R = radical del acido graso.

La fase siguiente es la de propagaciéon, comprende una etapa en la que
el R se combina con el oxigeno formando un lipoperéxido (ROO) mostrandose

a continuacion:
ROO + RH ROOH + R
La lipoperoxidacion sigue propagandose de esta manera, llega a su

término cuando dos ROOH reaccionan entre si dando un tetréxido. Los
tetroxidos son muy inestables, al romperse generan aldehidos de pequefio

28 Popovich, P.G., Wei, P; Stokes B. T. Celular inflammatory response dafter spinal cord injury in
.S:lJrague Dawley and Lewis rats.

5 Halliwell ,B. op.cit.

* White, C. Krause, S. et al. Posteshemic tissue injury by iron mediated free radical lipidperoxidation
and Emergercy.

33



tamario en fragmentos de bajo peso molecular como lo son: el manoaldehido,
etano, pentano, por mencionar algunos; hay otros que son sumamente
importantes como los peréxidos, los cuales son relativamente estables en
condiciones fisiolégicas normales, pero ante la presencia de sales de cobre o
de hierro su descomposicién se acelera en forma dramatica en alcoxi o
peroxiradicales ®' provocando asi un estrés oxidativo.

Los RL danan a la ME debido a que los lipidos de membrana son ricos
en colesterol u 4cido graso polisaturados, ademas que presenta gran cantidad
de hierro y acido ascorbico (los cuales catalizan la producciéon de RL) y cuenta
con pocas defensas antioxidantes,®? por lo tanto las lesiones en la ME
promueven un ambiente favoranble para la produccién de RL y reacciones de
Lipoperoxidacién (LP).®® Asi en los primeros 15 minutos de una LTME se
incrementa significativamente los productos de LP (malodialdehido, MDA);
gradualmente los productos de la LP aumentan durante las primeras 2 horas
alcanzando su pico maximo a las 5 horas, y posteriormente descienden los
niveles en la ME de ratas contusionadas. Es importante considerar que la LP
varia dependiendo del tipo y severidad de la lesion.

Entonces, la oxidacion de RL en PUFA en sistemas biolégicos es
conocida como Lipoperoxidacion. La LP es uno de los mas importantes
factores que se producen en el tejido durante una LTME, no soélo debido a los
efectos citotéxicos de los RL, sino también al importante papel de éstas
especies reactivas en el desarrollo de isquemia, edema y disfunciones
metabdlicas que participan fuertemente en la degeneraciéon de la ME después
del trauma. Ademas de estos eventos postraumaticos, la LP puede también
estar implicada directamente en la degeneracién y sobrevida de axones

espinales después de la lesion.

°! Bebedetti, A. Comporti, M. et al. Identification of 4-Hidroxynoneal...
2 Ikeda, Y., Long, M. The molecular basis of brain injury and brain edema: the role of oxygen ...
® Hall, E. D. Free radical central nervous system injury.
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Capitulo 3. Neuroproteccion de la Médula Espinal

3.1 Antecedentes

Neuroproteccion de la Médula Espinal

Uno de los trastornos devastadores para la vida de un individuo, es la
pérdida irreversible de la funcién neurolégica luego de una lesion sobre la
médula espinal. Encontrar la manera de recuperar tales deficiencias ha sido un
suefio de clinicos y neurobidlogos durante afios, pero la investigaciéon al
respecto habia mostrado resultados desalentadores.

No obstante, trabajos experimentales previos han permitido avanzar en
el conocimiento de los mecanismos de dafio y reparacion del sistema nervioso
central. Desde la década pasada, se demostré que los axones no pueden
regenerarse dentro de la médula, a pesar que son capaces de crecer por largos
trayectos a través de nervios periféricos. Estudios posteriores revelaron que la
causa de este curioso comportamiento se debia a la existencia de ciertas
proteinas asociadas a la mielina que inhiben el crecimiento axonal, y que el
bloqueo de tales péptidos revierte el fenémeno. También se encontré que
compuestos como el factor de crecimiento fibroblastico (FGF del inglés
Fibroblast Growth Factor) son capaces de estimular la proliferacién y
crecimiento neuronal.®

La neuroproteccion es la estrategia que busca prevenir y disminuir la
degeneraciéon del tejido neural provocada por una lesion en el Sistema
Nervioso Central. Esta estrategia busca reducir el medio ambiente nocivo, tanto
por la neutralizacion de mediadores toxicos o por el incremento en la
resistencia del tejido a la toxicidad.

64 % < s % >
Art. Experimentos en animales demuestran procesos regenerativos después de trauma raquimedular.
http://www.iladiba.com.co/revista/1996/09/avneuro.asp
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En los ultimos afos se ha venido realizando investigacion sobre el efecto
neuroprotector de numerosas sustancias o farmacos después de LTME. Sin
embargo no existen resultados 100 por ciento favorables; a excepciéon de
algunos farmacos parcialmente eficaces. Es necesario continuar una
exhaustiva investigacion en neuroprotecciéon que proporcione un acercamiento

real para resolver el problema.

En la actualidad se propuso el uso de diversos farmacos
neuroprotectores como la metilprednisolona. Asi mismo existen estudios en
animales donde la estrategia es el uso de antagonistas de los receptores n-
metil-D- aspartato para contrarrestar el efecto excitotoxico que favorece la
muerte celular; de farmacos secuestradores de Radicales Libres para modular
el estrés oxidante (el mexilatin y el OPC-14 117), y de inmunodepresores
(ciclosporina -A y el tacrolimus) entre otros. Por otra parte los transplantes de
células indiferenciadas y de células gliares en el sitio de la lesiéon parecen ser
otra buena alternativa para favorecer los procesos de regeneracién axonal. Se
ha propuesto que el incremento en la sintesis y en la secrecion de diversos
factores troficos es importante para una recuperacion funcional.®®

Otra estrategia de neuroproteccién para tratar la LTME son los
Inhibidores de la liberacién del glutamato que es el principal neurotransmisor
exitatorio del cerebro; sin embargo en altas concentraciones llega a ser
citotoxico. Estudios recientes demuestran que el glutamato provoca
mecanismos protectores mediados por las células T. La naturaleza de algunos
receptores del glutamato sefialan el camino que participa en la proteccion

inmune de la toxicidad del glutamato.

Durante la isquemia aumenta su liberacion desde el espacio
presinaptico, lo que lleva a la pérdida de la homeostasis i6nica y energética en
la célula. Se ha intentado actuar a dos niveles: disminuir su liberacién
presinaptica o bloquear su accién en los receptores post-sinapticos, estos son
algunos nombres de los compuestos utilizados: Fenitoina, fosfenitoina y
derivados de lamotrigina, los cuales actian bloqueando los canales de Na+,

% Diaz, Araceli. op.cit.
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voltaje dependientes presinapticos, evitando 'la despolarizacion de la

membrana y la liberacién del glutamato.

Los transplantes en el SNC son otra estrategia que busca acabar con la
paralisis. Estos han demostrado tener un efecto neuroprotector después de una
LTME al disminuir el grado de destruccién de la zona lesionada, al aumentar la
sobre vida de los animales y disminuir la incidencia de complicaciones de los
mismos, debido a que el tejido trasplantado es capaz de amortiguar, neutralizar
y/o captar algunas sustancias neurotoxicas liberadas en el area de lesién

La metilprednisolona (MP) es un corticoesteroide que se utiliza como
agente neuroprotector en la LTME.®” Es importante que la MP debe ser
utilizada en las primeras 8 horas después de la LTME y administrada en dosis
altas durante las 24 horas siguientes, para mejorar la recuperacién motora del
individuo.®® La MP de acuerdo a su mecanismo de accién inhibe la dilatacion
capilar, la funcién de las células inflamatorias (incluyendo la quimiotaxis, la
fagocitosis y la fosfolipasa A2), el edema, la migracion de leucocitos,
antagoniza la estamina y suprime a la respuesta inmunitaria al producir
linfopenia, disminucién de inmunoglobulinas, complemento y volumen del
sistema linfatico. También funciona como captador de R L.

Es necesario mencionar que la MP también tiene efectos negativos
como: hemorragias intestinales cuando se aplica en grandes cantidades,®®

necrosis neuronal post-isquémica y limita el crecimiento axonal.”

El N-metilico-D-n-metil-D-aspartato y el dextrometorfan son
antagonistas de los receptores NMDA. Los inhibidores de los receptores de
glutamato, especialmente los que bloquean los receptores MNDA reducen el

® Guizar, Gabriel; er al. Neuroprotection of completely lacerated spinal cord of adult rats by homotopic
and heterotopic transplantation.

°7Hall, E. D. op. cit.

8 Bracken M. B. et al. 4 randomized, controlled trial of methylprednisolone or naloxone in the treatment
of acute spinal-cord injury.

* Levy, L. Gams, W. et al. Use of methylprednisolone...

7 Bracken M. B, Holtord T.R. Effect of timiting of methylprednisolone or naloxone administration on
recovery of segmental and long-tract neurological fuction in NACIS 2 J.
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tamario del infarto y el déficit neurolégico en los modelos de isquemia, pero su

utilizacion clinica presenta efectos adversos. 7'

Otra estrategia se basa en la utilizacién de donadores de 6xido nitrico
de los que destaca el isosorbide y L-arginina; ésta ultima es una enzima que al
ser catalizada en L-citrulina libera ON, se conoce como 6xido nitrico sintasa.”

La citicolina es un compuesto que estimula la sintesis de
fosfatidilcolina, un fosfolipido esencial para el mantenimiento de las
membranas celulares; es decir que funciona como restaurador. La citicolina

reduce el volumen del infarto en modelos experimentales.”

Estudios recientes demuestran que algunos antioxidantes pueden
prevenir la muerte neuronal en células animales en cultivos. Existen 3 clases
principales de antioxidantes; los primarios previenen la formacién de nuevos
RL, convirtiéndolos en moléculas menos perjudiciales antes de que puedan
reaccionar o evitando la formacién de RL a partir de otras moléculas. Los
secundarios capturan los RL, evitando la reaccion en cadena, (ejem. vitamina E
o alfa-tocoferol, vitamina C o acido ascérbico, betacaroteno, acido urico,
bilirrubina, albumina, ubiquinol-10). Los terciarios, reparan las biomoléculas
dafnadas por los RL (ejem. enzimas reparadoras de ADN y metionina sulféxido

reductasa) "

La vitamina E, 21 aminoesteriodes y estrégenos son algunos ejemplos
de antioxidantes neuroprotectores. En el grupo de los primarios resalta el
glutatiéon que es el antioxidante que se utilizé en el presente estudio.

" Davis, S. et al. Termination of acute stroke ...

™ Bravo, A. Araujo. A. et al. Toxicidad y efecto hipotensor de ...

 Clark, M. et al. For the Citocoline store Sstudy group.

™ Bonorden, R. Pariza. W. Antioxidan nutrients and protection from radicals in...
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3.2 Sistema Inmune

Los seres humanos defienden constantemente su integridad biolégica
frente a agresiones, procedentes del exterior asi como del propio organismo.
De no ser asi, moririan como consecuencia de tumores e infecciones de
bacterias, virus, hongos, etc. Para que estos fenémenos de defensa se lleven a
cabo, los organismos disponen de un conjunto de elementos especiales,
conocido como sistema inmune. La capacidad de defensa se adquiere antes de
nacer y se madura y consolida en los primeros afios de la vida fuera del seno
materno.”®

Las células y moléculas que forman el sistema inmune se organizan a su
vez en tejidos y érganos, estructuras que reciben el nombre genérico de
sistema linfoide. Los tejidos y 6rganos linfoides se pueden dividir en primarios o
centrales y en secundarios o periféricos. Los 6rganos primarios son los lugares
de la linfopoyesis, mientras que los periféricos son los lugares de interaccion
entre las distintas células y tienen como misién proveer un ambiente favorable
para que se desencadenen las respuestas inmunolégicas.”

Funcionalmente una respuesta inmune puede ser divida en dos
actividades relacionadas: el reconocimiento y la respuesta. El sistema inmune
es capaz de reconocer diferentes quimicos sutiles que distinguen a un
patégeno de otro. Ademas este sistema es capaz de distinguir entre moléculas
extrafias de proteinas del propio cuerpo. Una vez que el organismo extrafio ha
sido reconocido, el Sl enlista la participacion de una variedad de células y
moléculas para montar una respuesta apropiada, llamada respuesta efectora,
dicha respuesta elimina o neutraliza al organismo o molécula invasoras. Mas
adelante la exposicién al mismo organismo extrafio induce una respuesta de
memoria, que es caracterizada por una rapida e incrementada reaccién inmune
que sirve para eliminar al patégeno y prevenir una enfermedad.”’

7 Referencia Inernet. Art. Tratato de Inmunologia. hitp://www.uninet.edu/tratado/c080101.html
7® Referencia Internet. http://www.med.uva.es/~pingo/Inmunologia/Apuntes/tema2.htm
" Goldsby, Richard. Kuby Inmunology.
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Los mecanismos de protecciéon se dividen en dos tipos de respuesta:
inmunidad innata o inespecifica e inmunidad adaptativa o especifica.
Cualquier respuesta inmunitaria implica, en primer lugar el reconocimiento de
agente patégeno o de otros materiales extrafios y, en segundo lugar, la
elaboracién de una reaccién contra dicho agente, a fin de eliminarlo. Ademas,
esta respuesta mejora con los sucesivos contactos con el mismo agente: en
efecto, el sistema inmunitario adaptativo recuerda el agente infeccioso y puede
impedir que mas tarde produzca enfermedad. Después de la infeccion, por
consiguiente las dos caracteristicas clave de éste tipo de respuesta son la

especificad y la memoria.”

La respuesta inmune inespecifica es la primera barrera defensiva del
organismo y no requiere sensibilizacién previa. Este tipo de respuesta es
mediada por células con capacidad fagocitica y células asesinas naturales.
Las células que median esta respuesta, son los polimorfonucleares (PMN)
neutréfilos y macréfagos, células que se caracterizan por activarse de forma
inmediata siempre que cualquier sustancia extrafia penetra en el organismo.

La respuesta especifica o adquirida se desarrolla solo frente a la
sustancia que indujo su iniciaciéon y en ella participan prioritariamente los
linfocitos y los elementos solubles liberadas por los mismos, anticuerpos y
linfocinas. Todas las sustancias que se comportan como extrafias a un
organismo frente a las cuales éste desarrolla una respuesta inmune especifica,
se conocen como antigenos. Los linfocitos son de dos tipos: linfocitos B y
linfocitos T. Los linfocitos T, a su vez, pueden ser linfocitos T colaboradores (Th
o helpers), linfocitos T citotéxicos (Tc) y por algunos autores también proponen
los linfocitos T supresores/reguladores (Ts).™

La respuesta inmune especifica, se considera que puede ser de dos
tipos: humoral y celular, en general, se considera que cuando el elemento
efector final son las inmunoglobulinas formadas por los linfocitos B se trata de
una respuesta tipo humoral, mientras que cuando participan los linfocitos T
tanto colaboradores (Th) como citotoxicos (Tc), se trata de una respuesta tipo

celular. Las respuestas con anticuerpos humorales implican la producciéon de

"8 Stites, Daniel. /nmunologia Bdsica y Clinica. p. Cap.1, 1.2
7% Referencia Internet. Inmunidad: Inmunodeficiencias. http://www.uninet.edu/tratado/c080101.html
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anticuerpos que circulan por la sangre y que se unen especificamente al
antigeno extrafio que los ha inducido. La unién del anticuerpo al antigeno
facilita a las células fagociticas la ingestion del antigeno, y a menudo activa un
sistema de proteinas sanguineas, denominadas colectivamente complemento,
que ayuda a destruir el antigeno. Las respuestas inmunitarias mediadas por
células implican la formacion de células especializadas que reaccionan
principalmente con los antigenos extrafios situados sobre la superficie de la
célula del huésped, ya sea matando la célula huésped si el antigeno es un virus
infectivo, o induciendo a otras células del huésped, como por ejemplo a los

macréfagos a destruir el antigeno.
3.3 Organos del Sistema Inmune

Los érganos linfoides se pueden clasificar en: érganos linfoides primarios
o centrales y secundarios o periféricos. En los 6rganos linfoides primarios es
donde se produce la diferenciacion de linfocitos (linfopoyesis) T y B. La de
linfocitos B ocurre en higado fetal y médula 6sea. La de linfocitos T sucede en
el timo.

En los 6rganos linfoides secundarios se presentan los antigenos y se
monta la respuesta inmune especifica (ganglios linfaticos, bazo, MALT (tejido

linfoide asociado a mucosas).®

Las células responsables de la inmunidad, son los gloébulos blancos
conocidos como linfocitos. Se encuentran en grandes cantidades en la sangre
y en la linfa (liquido incoloro de los vasos linfaticos que conectan a los nédulos
linfaticos del cuerpo), y en tejidos linfoides especializados, como el timo, los
nddulos linfaticos, el bazo, y el apéndice (Fig.10). Los linfocitos se desarrollan a
partir de las células madres hematopoyeticas pluripotenciales, que dan
lugar a todas las células sanguineas, incluidos los eritrocitos, los leucocitos, y

las plaquetas.

80 Referencia Internet. http://www.med.uva.es/~pingo/Inmunologia/Apuntes/tema2.htm
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Fig. 10 Organos del Sistema Inmune

La médula ésea es un tejido blando encontrado en muchos huesos del
esqueleto del cuerpo, es el sitio de produccién de nuevas células sanguineas,
este 6rgano contiene células grasas, células estromales y células formadoras
de la sangre (tejido hematopoyetico). En éste odrgano estan presentes
precursores de células sanguineas rojas (eritrocitoblastos), macréfégos
(monoblastos), plaquetas (megacariocitos), polimorfonuclear leucocitos
(mioblastos) y linfocitos (linfoblastos).®'

El timo es un érgano plano y blando situado en la cavidad toracica, por
encima del corazén. Consta de dos I6bulos, una corteza externa y una médula
interna. La corteza contiene una coleccion densa de linfocitos T inmaduros, la

médula, de una tincibn mas suave, estd poblada por linfocitos maduros

81 Sell Stewart. Immunology, Immunopatology, and Immunity.
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dispuestos de forma mas dispersa. El timo tiene un rico aporte vascular y vasos

linfaticos eferentes que drenan a los ganglios linfaticos mediastinicos.®?

El bazo esta situado por debajo del diafragma, en el cuadrante superior
del abdomen; esta recubierto por una capsula delgada y un tanto fragil del
tejido conectivo. La sangre penetra a través de la arteria esplénica en el hilio, y
pasa a una red de ramificacion de arteriqlas progresivamente menores que
irradian a través de todo el érgano. Cada arteriola estd envuelta por un
manguito cilindrico de tejido linfoide constituido principalmente por células T

maduras, el cual se llama periarteriolar.83

La funcién del bazo y su respuesta frente a los antigenos es muy similar
a la de los ganglios linfaticos, siendo la diferencia esencial que en el bazo es el
principal lugar de las respuestas inmunitarias frente a antigenos vehiculados
por la sangre, mientras que los ganglios linfaticos estan implicados en las
respuestas frente a los antigenos vehiculados por la linfa. El bazo es también
un filtro importante de la sangre; sus macréfagos de la pulpa roja son
responsables del aclaramiento de la sangre de sustancias extrafas y de
eritrocitos viejos incluso en la ausencia de inmunidad especifca.®*

La linfa fluye a través de una serie de érganos en forma de ovoide
llamados ganglios linfaticos; éstos estan distribuidos a lo largo de la totalidad
de la vasculatura linfatica, tienden a aumentar de tamano hacia el extremo
venoso del sistema y a menudo forman cadenas o agrupamientos que reciben
de manera exclusiva el flujo de un 6rgano o regiéon particular del cuerpo.
Pueden encontrase grupos de ganglios linfaticos especialmente prominentes
en cuello y axilas (que drenan la cabeza y las extremidades superiores), en las
regiones inguinal y paravertebral (que drenan las extremidades inferiores y la
pelvis) y en la raiz del mesenterio (que drenan al intestino).®* Los antigenos
que penetran a través de cualquiera de esas puertas acaban en los vasos
linfaticos y son transportados a los ganglios linfaticos. De éste modo, el sistema

linfatico constituye un mecanismo de recogida de antigenos, y las células de

82 Abbas, Abul. et.al. Inmunologia Celular y Molecular. p. 28
8 Stites, Daniel. op. cit. p. 45

8 Abbas. op.cit. p. 31

¥ Stites, Daniel. op. cit p. 41
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los ganglios linfaticos muestran la linfa en busca de material antigénico

extrano.®

La corteza del ganglio linfatico suele contener varios agregados
celulares separados que se denominan foliculos linfoides. Estos foliculos estan
constituidos principalmente por linfocitos B de memoria, un nimero menor de
células T (de las cuales casi todas son células cooperadoras) y un tipo
especializado de célula de soporte llamado célula dendritica folicular. Estas
ultimas se denominan asi debido a que soélo se encuentran en foliculos linfoides
y presentan multiples prolongaciones citoplasmaticas delicadas y largas que
irradian hacia el exterior, como tentaculos, para circunscribir cada linfocito

folicular.®”
3.4 Células del Sistema Inmune

Todas las células originadas en el sistema hematopoyético por medio de
las células madre (Stem Cell) intervienen, en mayor o menor medida, en la
inmunidad. De ésta manera las células T y B, junto con las células asesinas
(Natural Killer) y los macréfagos (que constituyen la base de la inmunidad
natural); los macrofagos/monocitos, neutrofilos, eosinofilos y
baséfilos/mastocitos contribuyen a la respuesta inmune. Estas células siguen
dos lineas fundamentales de diferenciacion: linaje mieloide y linaje linfoide.

Del progenitor mieloide o promielocito derivan los eritrocitos e
inflamocitos este ultimo grupo se subdivide en: Megacariocitos: que van a
originar las plaquetas, Mastocitos, Granulocitos (Eosinéfilos , Basdfilos y
Neutréfilos) Fagocitos (Eosindfilos , Neutréfilos , Macréfagos y Monocitos). Del
progenitor linfoide derivan: algunas células dendriticas, Linfocitos B, Linfocitos

T (tanto cooperadores Th, como citotéxicos Tc) Linfocitos NK.

¥ Abbas. op. cit. p. 28

¥ Stites, Daniel. op. cit. p. 42

88 Referencia Internet. Universidad de Valladolid
wwiw.med.uva.es/~pingo/Inmunologia/Apuntes/tema2.htm
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Células T

Los linfocitos T no expresan inmunoglobulinas pero, en vez de esto,
detectan la presencia de sustancias extrafias por medio de proteinas de
superficie llamadas receptores de la célula T. Estos receptores forman un tipo
heterogéneo de proteinas de membrana que, en la mayoria de las células T
estan constituida por un par de polipéptidos trasmembrana conocidos como
cadenas alfa y beta. En particular, los linfocitos T reconoceran una proteina
extrafa solo si ésta primero se divide en péptidos pequerios, que luego se
muestran sobre la superficie de una segunda célula huésped, llamada célula de

presentacion de antigeno.®

La funcién principal de los linfocitos T es inducir una reaccién inmune
especifica a un antigeno dado, después del reconocimiento de un péptido
antigénico fijado por moléculas pertenecientes al CMH (Complejo Mayor de
Histocompatibilidad). El reconocimiento del péptido se efectia por intermedio
del TcR (Receptor de Reconocimiento a Antigenos), el cual esta asociado con
un complejo molecular traductor llamado CD3 que se localiza en la membrana
plasmatica. Existen 2 tipos de TcR conocidos como TcRaB y TcRyd que
difieren entre ellos por las caracteristicas de las cadenas polipeptidicas

 constituyentes.®

Los linfocitos T se subdividen ademas en poblaciones funcionalmente
distintas, siendo las mejor definidas las células T cooperadoras y las células T
citoliticas (citotdxicas). En respuesta a la estimulacién antigénica, las células T
cooperadoras secretan hormonas proteicas llamadas citocinas cuya funcion es
promover la proliferacién y diferenciacion de las células T asi como de otras
células, incluidas las células B y los macréfagos. Las citocinas también atraen y
activan a los leucocitos inflamatorios incluidos macréfagos y granulocitos,
proporcionando importantes conexiones entre la inmunidad especifica de las
células T y la inmunidad natural. Los linfocitos T citoliticos (LTC) lisan a las
células que producen antigenos extrafos, como las células infectadas por virus

y otros mecanismos intracelulares.

% Stites, Daniel. op. cit p. 35
°® Nemirovsky, Mario; Homberg, Jean Claude. Fundamentos de inmunologia bases estructurales.



Para identificar a los subgrupos de células T se pueden diferenciar por
medio de proteinas que sirven como marcadores fenotipicos (proteinas de
superficie) de las diferentes poblaciones linfocitarias. Por ejemplo, la mayor
parte de las células T cooperadoras expresan una proteina de superficie
llamada CD4 y la mayor parte de los LTC expresan un marcador diferente
llamado CD8. Para nombrar a los marcadores linfocitarios se utilizan las siglas
CD (Cluster of Differentiation) en espafiol grupos de diferenciacion y se refiere
a los grupos de anticuerpos monoclonales que pueden utilizarse para identificar
la estirpe o estadio de diferenciacion de los linfocitos.

La expresién CD4 y CD8 son esenciales para subsecuentes eventos de
seleccion. La expresion de los genes TcRa ocurre en el estado doble positivo
(DP) y éste lleva a la formacién del complejo TcRaB, que es expresado sobre
la superficie celular en asociacién con CD3 y la proteina ¢. En este estado los
linfocitos responden a los antigenos y son sujetos a una seleccién positiva y
negativa. En la seleccion positiva los timocitos cuyo TcRs unen con baja
afinidad al complejo MHC- propio—péptido-propio son estimulados para
sobrevivir; asi, los timocitos cuyo receptor no reconoce al MHC propio mueren.
Durante la seleccion negativa los timocitos cuyo TcR unen con alta afinidad a
antigenos propios en asociaciéon con moléculas del MHC propias son muertos o
eliminados. Células que exitosamente pasan por estos procesos de seleccién
maduran en células T CD4" y CD8" que son conocidos como linfocitos simples
(SP). La maduracion fenotipica es acompafiada por maduracién funcional.
Células T CD4" adquieren la capacidad para producir citocinas en respuesta a
una subsecuente estimulacion por antigenos y a la expresion de otras
moléculas (tales como ligando CD40) que ayudan a reconocer al linfocitos B y
macréfagos (células presentadoras de antigenos), donde las células CD8" son
capaces de producir moléculas que lisan a otras células.®’

Células B

La caracteristica celular definitoria de la linea de células B es su
capacidad para sintetizar proteinas o anticuerpos llamadas inmunoglobulinas.

Ninguna otra célula expresa estas proteinas. Las inmunoglobulinas son una

°! Abbas, Abul. Cellular and Molecular Immunology.
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familia de proteinas diferentes, cada inmunoglobulina esta constituida por dos
tipos relacionados de polipéptidos llamados cadenas pesadas y cadenas
ligeras.®?

Los linfocitos B constituyen sélo de 5 a 15 por ciento de los linfocitos de
la sangre circulante (300 a 800/mm?®). Son ampliamente mayoritarios en los
foliculos linfaticos de los ganglios y del Bazo. Estos linfocitos poseen en la
membrana plasmatica inmunoglubulinasa de membrana. Las mismas poseen
un sitio de reconocimiento antigénico que sera idéntico al de la inmunoglobulina
secretada al final del proceso de inmunidad humoral especifica. Ese
reconocimiento sera transducido al interior de la célula después de su
asociacion del determinante antigénico con las cadenas peptidicas Iga e IgB.
Estas cadenas de transduccion cumplen un papel semejante al del CD3
respecto del TcR.%

Fagocitos

El macréfago puede tener forma y funcién diferentes segun el tejido en el
que se encuentren, ademas de recibir distintos nombres: monocito al
macréfago en sangre, histiocito al macréfago en los tejidos, osteoclasto al
macroéfago en los huesos, microglia a los macréfagos del cerebro y del tejido
nervioso, célula de Kupffer, macréfagos del higado y mesenglial a los del
rinédn. Todos ellos hacen dos cosas: 1) fagocitan y digieren patégenos y 2)
avisan (presentan) mediante factores solubles a otras células para que
colaboren contra la infeccién y para reparar el posible dafio que haya hecho el
patégeno.

La actividad de macréfagos puede ser incrementada tanto por células Th
mediadores de la respuesta inflamatoria, o por componentes de la pared
bacterial. Uno de los mas potentes activadores de macroéfagos es el interferon

gamma (INF-y), secretados por las células Th activadas.

ez Stites, Daniel. op. cit p. 32
> Nemirovsky, Mario. op.cit. p.47
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La fagocitosis es un proceso dependiente del citoesqueleto que puede
atrapar grandes particulas (>0.5um en didmetro). Un fagocito utiliza varios
receptores de superficie para unirse a particulas extrafias o a microbios
extendiendo la membrana en proyecciones alrededor del microbio permitiendo
su ingreso hacia a dentro de la célula. Una vez que el agente extrafio es
introducido al fagocito hay una unién de lisosoma con una estructura
denominada fagosoma donde estan almacenadas enzimas proteoliticas que al
contacto con el microbio lo destruye. Un segundo mecanismo antimicrobicida
utilizado por macréfagos (ademas de neutréfilos), es la conversion catalitica de
oxigeno molecular a radicales libres oxihalidos. Agentes que destruyen al
microbio (y a ofras células). El oxido nitrico liberado de macréfagos puede
combinarse con el peroxido de hidrégeno o con el anién superéxido para
generar peroxinitrito reactivo que puede matar a las bacterias, sin embargo
puede dafiar la membrana de las células.®*

3.5 Complejo Principal de Histocompatibilidad

La respuesta a la mayoria de los inmunégenos proteinicos puede
empezar s6lo después de que el inmunégeno ha sido capturado, procesado y
presentado por una Célula Presentadora de antigeno (CPA). La presentacion
depende en parte, de proteinas especificas llamadas proteinas del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC; del inglés Major Histocompatibility
Complex) en la superficie de las células de presentacion. Los péptidos extrarios
se fijan de manera no covalente a las proteinas del MHC para mostrarse, y ésta
combinacién del péptido y proteina del MHC es lo que permite que el receptor
de la célula T pueda reconocer al péptido extrafio. Asi, los linfocitos T deben
tocar directamente la superficie de otra célula para detectar antigenos, asi
como para originar la mayoria de sus efectos inmunitarios. La funcién que
desempeiian las CPA consiste en ofrecer péptidos antigénicos en forma de
complejos con moléculas de MHC al repertorio disponible de células. Las
moléculas de MHC son componentes obligatorios del complejo de antigeno
reconocido por las células T.

* Abbas. op.cit. Cellular and....

48



Las moléculas del MHC se codifican en el brazo corto del cromosoma 6
en el locus denominado MHC, que es un grupo de genes que se dividen en tres
clase |, clase |l y clase lll. Los genes de las regiones clases | y Il codifican para
glucoproteinas de superficie celular estructuralmente similares, que participan
en la presentacion del antigeno a las células T. La clase Il constituye un grupo
variado de proteinas incluyendo varios componentes del sistema de
complemento y moléculas envueltas en la inflamacion.®®

3.6 Autoinmunidad

Una de las propiedades cardinales del Sl es la capacidad de discriminar
entre los antigenos propios y extrafios. De este modo los linfocitos maduros
competentes son capaces de reconocer y responder a los antigenos extrafios
pero no a los antigenos propios. Esta propiedad destacable es unica del
sistema inmune especifico, como todas las otras células y moléculas
implicadas en la homeostasis, la defensa del huésped y la inflamacién no
distinguen entre lo propio y lo extrafio.

La falta de respuesta del Sl a la estimulacion antigénica se llama se
llama tolerancia inmunitaria entendiendo por esta mas especificamente como
el resultado de la interacciéon de los antigenos con los receptores antigénicos
de los linfocitos bajo condiciones en las que éstos no se activan sino que
mueren o pierden la capacidad de respuesta. Los antigenos que inducen
tolerancia se llaman tolerégenos, para distinguirlos de los inmunégenos, que
generan respuestas inmunitarias. La tolerancia frente a los antigenos propios
(autotolerancia) es una propiedad fundamental del Sl y su pérdida produce

enfermedades autoinmunitarias.

Los mecanismos responsables de la induccion y mantenimiento de la
tolerancia linfocitaria son importantes por las siguientes razones: 1.- la
tolerancia frente a antigenos propios protege al individuo de reacciones
autoinmunitarias peligrosas. 2.- la exposicion de un individuo a antigenos
extrafios de una forma particular, puede conducir a la tolerancia, y a la pérdida

% Stites. op. cit. pags. 35. 75. 76,y 77
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posterior de la capacidad de responder frente a los mismos. 3.- un equilibrio
entre la activacion y la tolerancia linfocitaria pueden influir en la magnitud de las
respuestas inmunitarias especificas. 4.- en el momento actual se estan
probando métodos de induccién selectiva de tolerancia frente a a antigenos
definidos, para el tratamiento de las enfermedades autoinmunitarias vy
alérgicas, y para evitar el rechazo de 6rganos transplantados.®

La necesidad de mantener la tolerancia frente a los antigenos propios se
denomina autotolerancia. La autoinmunidad resulta de un fallo o ruptura de los
mecanismos normales responsables del mantenimiento de la autotolerancia.
En todos los individuos existe la posibilidad de que se genere una respuesta
autoinmune, ya que todo individuo hereda genes que codifican a receptores
linfociticos que pueden reconocer antigenos propios.

Existen varios factores que pueden desencadenar enfermedades
autoinmunes; como las alteraciones inmunitarias, el fondo genético que
predisponga a la autoinmunidad, las alteraciones tisulares locales y las
infecciones microbianas o virales. Ademas la presencia de linfocitos reactivos
contra componentes propios es el resultado de una reaccién autoinmune, su
actividad puede ser regulada en un individuo normal a través de un proceso
denominado anergia clonal o supresion clonal. La autoinmunidad puede ser el
resultado de las alteraciones primarias de células By T o de ambas. El papel
de las células T CD4" en la autoinmunidad es muy importante por dos razones
la primera es que las células T CD4" cooperadoras son regdladoras
importantes de todas las respuestas inmunitarias frente a antigenos, y
segunda, varias enfermedades autoinmunes estan ligadas al nivel genético con
el MHC. También la produccién excesiva o desequilibrada de citocinas pueden
ser un mecanismo de estimulacién anormal de multiples linfocitos incluidas las
células autoreactivas. Algunos modelos experimentales apoyan el papel de las
citocinas en la ruptura de la tolerancia de las células T. Otras citocinas pueden
servir como efectoras de la lesion tisular.”’

% Abbas. op.cit.pags. 234 y 424
7 Paul, Windiam. Fundamental Immunology.
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Existen diversas enfermedades consideradas como autoinmunes o al
menos con un componente de tipo autoinmune, tal es el caso del lupus
eritematoso sistémico (LES), la enfermedad de Graves, la miastenia gravis o la
esclerosis multiple entre otras. La esclerosis multiple es una afeccion
inflamatoria desmielinizante del SNC en la que se ha reportado la existencia de
una respuesta autoinmune contra el principal constituyente de la mielina, la
MBP. La encéfalomielitis autoinmune experimental (EAE, del inglés
experimental autoimmune encephalomyelitis) es uno de los modelos
experimentales de la esclerosis multiple en ratas y ratones. Esta enfermedad
neuro-inflamatoria puede ser inducida en estos animales, sensibilizando al SI
con tejido o proteinas del SNC capaces de inducir dicha enfermedad (proteinas
encefalitogénicas) como la MBP, en adyuvante completo de Freund.%®

3.7 Autoinmunidad Protectora

El objetivo es lograr la estimulacién de una respuesta autoinmune para
lograr asi, la autoinmunidad protectora por medio de diversas estrategias.
Algunos estudios han demostrado que la transferencia pasiva de células T
especificas para el auto-antigeno Proteina Basica de la Mielina (MBP del inglés
Myelin Basic Protein) reduce el dafio neuronal después de una LTME en
roedores, mas aun se ha sugerido que en el proceso de proteccién participan
importantemente linfocitos T de la estirpe reguladora CD4+ CD25+. Estas
investigaciones demuestran que es posible que las células T autoinmunes,
puedan directa o indirectamente promover proteccion axonal disminuyendo los
efectos de la degeneracion secundaria a través de multiples mecanismos, ya
sea por la secrecion de citocinas, factores neurotréficos y o por la produccién
de quimiocinas las cuales pueden atraer a otros elementos del sistema inmune
como neutréfilos y macréfagos que se sabe pueden participar en la
regeneracion axonal. También es conocido que la inmunizaciéon activa con
péptidos neurales modificados puede favorecer la proteccion del tejido nervioso

después de una lesién.*

% Revesz,T. A comparison of the pathology of primary and secondary progressive multiple esclerosis. /
Wood,P.L.Neuroinmune mechanisms in the treatment of multiple esclerosis. Neuroinflamation.

" Hauben, E. et al. Passive or active immunization with myelin basic protein promoltes recovery from
spinal cord contusion. / Yoles, E. et.al. Protective autoimmunity is a physiological response to CNS
trauma.
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La autoinmunidad protectora induce al cambio de fenotipo (patrén de
citocinas de Th1 a Th2); a la estimulacién de las células de la microglia sobre
la expresiébn de moléculas del MHC clase Il, activacién de linfocitos T;
secrecion de Interferon y.

3.8 A-91

La inmunizacién activa con derivados no encefalitogénicos de péptidos
asociados a la mielina como el péptido alterado dendminado “A91” [derivado de
la MBP (aminoacidos 87-99) pero con un reemplazo en la posicién 91 de una
lisina por una alanina] puede similarmente reducir la degeneracién secundaria
de neuronas y promover una mejor recuperacién motora en animales con
LTME.'®

Los linfocitos T responden exclusivamente a antigenos protéicos. A
diferencia de las inmunoglobulinas, el TcR no reconoce antigenos sino la
combinacién de un péptido con una molécula propia del MHC en la superficie
de una CPA. El TcR reconoce simultaneamente el péptido inmunogénico y la
molécula del MHC. Las moléculas clase | presentan primordialmente péptidos
derivados de proteinas sintetizadas por la propia célula (endégenas), como
virales tumorales o propios, asi, los linfocitos TCD4" reconocen péptidos
asociados a moléculas clase Il, mientras que los linfocitos TCD8" responden a
péptidos unidos a moléculas de clase | del MHC. Buscar repeticion inmediata

La presencia de aminoacidos diferentes en la regiéon reconocida por el
TcR, sin que modifiquen su capacidad de unién al MHC, puede resultar en un
cambio en el patrén de citocinas, en anergia, o en ausencia de reconocimiento.
En los dos primeros casos se consideran como agonistas parciales, mientras
que el Gltimo es un antagonista.'" Por lo tanto, el A-91 actua a éste nivel como
agonista parcial porque cambia el patrén de citocinas de Th1 a Th2.

1% Moalem, G. et. al. Autoimmune T cells Project neurons from secondary..../ Hauben. op. cit. / Kipnis,
J. et al. Neuronal survival after CNS insult is... Yoles, E. Protective autoimmunity is...
%" Moreno, José. Respuesta immune y mecanismos de autoinmunidad. p. 28-49
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La inmunizacién activa con péptidos no-encefalitogénicos ha originado
resultados muy alentadores en ratas con LTME, '%? sin embargo aunque rapida,
la respuesta inducida por esta inmunizacién se desarrolla aproximadamente en
un termino de 4 a 5 dias lo cual significa que la autoinmunidad protectora esta
actuando sobre mecanismos que toman parte después de la etapa aguda de la
lesién, por tanto algunos mecanismos que destruyen el tejido neural (i.e.
lipoperoxidacién) no estan siendo inhibidos desde el inicio de la cascada. Por
tal razén consideramos que la recuperacién neurolégica podria mejorarse si se
combina la inmunizacién activa con un tratamiento que proteja el tejido neural
inmediatamente después de la lesion.'®

3.9 Glutation

Después de una LTME se incrementa la produccién de radicales libres
originando estrés oxidante. Bajo estas condiciones se desencadena el
fendbmeno de lipoperoxidaciéon que dafa las membranas celulares, lo cual se ha
sugerido que puede llevar a la degeneracion celular postraumatica. Asi,
numerosos estudios han evaluado el uso de diversos agentes farmacolégicos

para inhibir el estrés oxidante.

El glutation (GSH), el mayor tiol no proteinico de las células de los
mamiferos, esta implicado en muchas funciones celulares. Este tripéptido (g-
glutamil-L-cistenil-glicina) juega un papel central en la proteccién de las células
frente a los radicales libres, frente a intermediarios reactivos del oxigeno y
frente a electréfilos, y por tanto también en la determinacién de la sensibilidad
de las células a la radiacion y a la citotoxicidad inducida por drogas. El glutation
existe en dos formas, reducido (GSH) y oxidado (GSSG), en equilibrio. Como el
GSH es faciimente oxidado, la acetilaciéon del grupo tiol estabiliza la molécula
aumentando su biodisponsibilidad en vivo. En lo que respecta al sistema
inmune, algunas funciones de las células T pueden ser potenciadas en vivo

mediante la administrcion de GSH. '*

"2 Hauben, E. Postraumatic therapeutic Vaccination with modified myelin self-antigen preveniss...

' Ibarra, Antonio. Adverse effects of methylprednisolone on protective vaccination after spinal cord
injury: a call for reassessment of therapy.
'% Meister, A. Metabolism and function of glutathione.
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Varios mecanismos pueden estar implicados en lo que respecta a los
sistemas de transporte de la membrana para el GSH. El glutatién es liberado
por el higado al plasma sanguineo y a la bilis. El glutatiéon plasmatico es usado
por muchos tejidos (rifién, pulmén, cerebro) sin embargo, el glutation en si
mismo no es significativamente transportado a la mayoria de las células de
estos tejidos, sino que es descompuesto por las g-glutamil transpeptidasa y
dipeptidasa insertas en la membrana, los productos de la descomposiciéon son
transportados y utilizados para la sintesis de glutatién. Los niveles de glutation
intracelular pueden ser aumentados mediante la administracion de ésteres de
glutatién, los cuales (en contraste con el glutation) son bien transportados al

interior de muchos tipos de células y divididos para formar glutation.'%®

El glutation como antioxidante a partir de su grupo sulfidrilo dona
electrones para estabilizar las moléculas de las membranas cuando son
atacadas por el i6n hidroxilo y éxido nitrico. En la fosforilacién oxidativa, el paso
de electrones ocasiona la formacién de radicales libres, favorece la mitosis
debido a que no permite el dafio oxidativo de la célula. En lo que respecta al
sistema inmune el glutatién contribuye a la diferenciacién de las células T y B,
CD4, respuesta proliferativa de células T por estimulacion mitogénica,
activacion de CD8, sintesis de DNA y metabolismo de interlucina 2.

Los ésteres son sales organicas de los acidos carboxilicos como el
etanoato de etilo. Segun estudios recientes, sugieren que los ésteres de
glutation pueden funcionar como potenciales transportadores de la entrega de
GSH. Los ésteres parecen ser vehiculos efectivos de entrega de GSH; sin
embargo, existe la desventaja de que todos alcoholes de rendimiento en vivo,
cuando sus bonos de éster se rompen, no se garantiza su rendimiento en el

largo plazo."®

Los mono-esteres de glutation del grupo de carboxilos de glicina son
agentes transportadores de glutation celulares, porque mediante ellos son
transportados rapidamente dentro de las células. En contraste, el glutation por
si s6lo no se transporta eficazmente a las células. Los procedimientos para la

1% Barbara, Donnerstag. op.cit. p. 5

1% Parris, Kidd. Glutathione: Systemic protectant against oxidative and free radical damage. p. 171
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preparacion de los esteres del glutation y el alcohol correspondientes se usa
cloruro de hidrégeno o el acido sulfarico como catalizadores.'®” El glutation

monoetil ester se transporta eficazmente en el fluido cerebroespinal.’®

Por lo tanto, este estudio fue disefiado para trabajar con glutatién
monoetil ester (GSH-MEE). Otros estudios demuestran que este compuesto al
ser administrado en ratas y con el objetivo de medir su disposicién en el
higado, se observé que el GSH no se transporta eficientemente al higado, pero
es hidrolizado por el ester en el plasma y asi gradualmente se libera el GSH-
MEE en el espacio del extracelular.'®

En otro estudio se analizaron tejido y muestras del plasma para conocer
la concentracion de GSH a las 2 y 4 horas después de la administracion de la
droga. El higado, rifiébn, y mucosa del ileal de glutation incrementé
significativamente en las ratas tratadas con GSH-monoetil ester comparadas
con los animales tratados con dextrosa. Ademas, GSH plasmatico aumenté
dramaticamente después de la inyeccién del monoester. Los esteres del
monoetil de glutation pueden ser usados en vivo para reforzar al tejido y la
concentracion de plasma de GSH. La provisién de monoester de GSH puede
prestar apoyo adicional a érganos que estan en riesgo de lesién por radicales

libres de oxigenos durante los estados catabélicos.'"

197 Anderson, ME; Meister, A. Glutathione monoesters

i Anderson, ME; Underwood, M; Bridges, RJ; Meister, A. Glutathione metabolism at the blood-
cerebrospinal fluid barrier.
' Grattagliano, 1. et al. Disposition of glutathione monoethyl ester in the rat: glutathione ester is a slow
release form of extracellular glutathione.

'% Robinson, MK. et al. Parenteral glutathione monoester enhances tissue antioxidant stores.
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Capitulo 4. Objetivos, Metodologia y Diseifio Experimental

4.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar el efecto neuroprotector ofrecido por A-91 en combinacién con
glutation monoetil ester, contra el ofrecido por A-91 y glutation monoetil ester
administrados de manera independiente.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el efecto sobre la recuperacion motora y el nimero de neuronas
sobrevivientes en el nucleo rojo de ratas tratadas con glutatién monoetil
ester.

e Evaluar el efecto sobre la recuperacién motora y el nimero de neuronas
sobrevivientes en el nucleo rojo de ratas tratadas con un péptido neural
modificado (A-91).

e Evaluar el efecto sobre la recuperacién motora y el numero de neuronas
sobrevivientes en el nucleo rojo de ratas tratadas con estrategia de
combinacion de glutation monoetil ester mas A-91.

4.3 HIPOTESIS

Los animales con lesién traumatica de la médula espinal, tratados con la
estrategia de combinacién (glutation monoetil ester GSH-MEE mas A-91)
tendran mejor recuperacion motora y mayor numero de neuronas
sobrevivientes en el nucleo rojo, que los animales tratados con A-91 o glutation
por separado.
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4.4 MATERIAL Y METODOS

Poblacion objetivo

Se utilizaron 40 ratas Sprague Dawley (su autoinmunidad protectora se
desarrolla de manera mas eficiente) divididas en 4 grupos de 10 sujetos;
hembras de 12 a 15 semanas de edad y con un peso entre 220 - 280 g.
Tamarno de la muestra.- se utilizaron 10 ratas por cada grupo, el tamaiio de la
muestra se calculé mediante el método de Tang segunda variante

4.5 Diseio Experimental

Grupo 1: Ratas con LTME + Vehiculo

Grupo 2: Ratas con LTME + inmunizacion activa (A-91)

Grupo 3: Ratas con LTME + administracion de GSH-MEE

Grupo 4: Ratas con LTME + inmunizacién activa + administracion de GSH-
MEE.

Las lesiones se llevaron a cabo mediante el Impactador de la
Universidad de Nueva York (NYU), previa laminectomia, obteniéndose asi un
modelo por contusién con intensidad moderada.

Veinte minutos después de realizar la LTME a los 4 grupos de ratas; se
aplicé una dosis del inmunégeno, el antioxidante y su combinacién a cada
grupo; para posteriormente evaluar el efecto de la terapia que podrian originar
diferentes condiciones propias de la respuesta al trauma. La aplicacion de
inmunégeno se llevé a cabo por via intradérmica en la base de la cola a una
dosis de 100 ug totales. EI GSH- MEE se aplicé via intraperitonial, un total de
2.5 mg. por individuo divididos de la siguiente manera:

20 minutos 4 horas 10 horas 20 horas

1mg 0.5mg. 0.5mg 0.5mg
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A los animales del grupo testigo se les aplicé un emulsificado de CFA
(adyuvante completo de Freud) + PBS (Solucién Amortiguadora de Fosfatos)
via intradérmica y solucién salina fisiolégica via intraperitonial siguiendo el

esquema de aplicacién del glutation.

En todos los casos los animales se estudiaron por un periodo de 90 dias,
tiempo suficiente para conocer el efecto del tratamiento a nivel clinico y

morfolégico.""

4.6 Técnicas

Lesion incompleta de la médula espinal.

Las ratas se anestesiaron mediante la inyeccién intramuscular de una
mezcla de clorhidrato de xilazina (10mg/kg) y ketamina (50 mg/kg). Diez
minutos después de dicha inyeccién y previa asepsia de la regién toraco-
lumbar, se realizé un corte longitudinal y una laminectomia a nivel de la novena
vértebra toracica hasta exponer la médula espinal. Posteriormente pasados 30
minutos se llevé a cabo la LTME mediante una contusién; se dejé caer un
cilindro de 10g de una altura de 25 mm (lesién moderada) en el sitio expuesto,
utilizando el impactador de la Universidad de Nueva York (NYU), un aparato
que ha demostrado infligir una lesién por contusiéon en la médula espinal bien
calibrada."*? El dafio origina inflamacién y destruccién del tejido de la médula
espinal, asi como pérdida parcial de la actividad motora en las extremidades
posteriores del 100% de los animales.

Inmunizacion activa

Las ratas fueron inmunizadas mediante una inyeccién intradérmica, en la
base de la cola, con A91 el cudl se prepard de la siguiente manera 150 ug de
A-91 (polvo) diluidos en 150 ul de PBS (Vehiculo) emulsificados en 150 ul de
adyuvante de Froid, conteniendo 1mg/ml de Mycobacterium tuberculosis

""" Hauben. Passive or active immunization...

"'* Young, W. Spinal cord regerneration.
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Preparacion del antioxidante

Se diluyeron 2.5 mg de glutatién en 0.8 mL de solucién fisiolégica, de la
cual se aplicaron por via intraperitoneal 0.2 mL a los 20 minutos y alas 4, 10y
20 hrs. después de la lesion.

Cuidados postoperatorios

Después de aplicarse el inmunégeno, el antioxidante y su combinacién;
los animales fueron colocados por grupos en cajas de poliestireno asépticas
con una cama de viruta de madera estéril. Cada caja contenia un par de ratas.
Las cajas fueron resguardadas en un cuarto aséptico a una temperatura de
25°C. Durante los primeros 30 dias los animales recibieron asistencia manual
para lograr evacuar el intestino y la vejiga neurogénicos, dos veces por dia;
mas adelante se les asisti6 las veces necesarias mientras recuperaban su
automatismo. Algunas ratas se rehidrataban con una solucién salina a 6 ml., en
algunos casos los animales no mostraban recuperacion y se les proporcionaba
1 ml de glucosa. Hasta el momento en que los animales podian beber y comer
por si mismos, se les suministré diariamente 200 ml. de agua purificada y 200
mg. de alimento especial para roedores. Mezclada en el agua purificada se
administraron 0.5 ml de enrroflaxicina por 1 ml de paracetamol, a modo de
antibiético y anti-inflamatorio y analgésico respectivamente. En el area de
lesion se le aplicé Isodine como antiséptico. La mayoria de las ratas
presentaron abscesos a nivel cutaneo superficial en la zona de la herida; en
algunos casos estos abscesos se infectaron por lo que se les traté mediante la
limpieza de la zona con fomentos de agua purificada tibia y pomada Argentafil.

Marcaje retrogrado de las neuronas del nucleo rojo

Tres meses después de la lesion, 4 animales de cada grupo
(seleccionados al azar) fueron re-anestesiados, se realizd una seccion
completa de la médula espinal a nivel de T12 vy se aplicé en ese sitio el
marcador Dextran-rodamina. Después de 5 dias, las ratas fueron nuevamente

anestesiadas y decapitadas; el cerebro se procesé para realizar cortes por
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congelacion de 25 micras a nivel del nucleo rojo. Los cortes fueron analizados
para cuantificar el numero total de neuronas de la regién magnocelular
(neuronas de mayor tamarfio en el nucleo rojo). El promedio de ambos nucleos
rojos en cada animal es el que se consideré para realizar las comparaciones

entre los diferentes grupos.

4.7 Métodos de evaluacion

Evaluacioén clinica

Se realiz6 cada 7 dias desde el inicio hasta el final del estudio, mediante
la utilizacién de la escala de habilidad locomotora a campo abierto BBB donde
la recuperaciéon se califica en una escala de 0 (pardlisis completa) a 21

(movilidad completa).'*®

ESCALA BBB

0.- No se observan movimientos en patas traseras ( PT )

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

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

3.- Movimiento amplio de dos articulaciones.

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

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

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

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

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

9.-Colocacion plantar con soporte de peso cuando no esta caminando o pasos ocasionales (< o = al 50 %),
frecuentes (51 % a 94 %), o constantes (95 % a 100 %) con soporte de peso dorsal, sin apoyo plantar.
10.-Pasos ocasionales con soporte de peso plantar, sin coordinacion entre patas delanteras (PD) y PT.
11.-Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, sin coordinacion entre PD y PT.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

21.- Igual pero tronco constantemente estable.

'3 Basso, D.M. et.al. 4 sensitive and reliable locomotor rating scale for open field testing in rats.

60



La recuperacion motora es la capacidad que presente el animal para
mover y apoyar sus extremidades posteriores. Se calificé con la escala BBB y
se report6 en porcentaje de eficiencia para desarrollar la prueba tomando como
100% la calificacion promedio obtenida por ratas sin lesion de la médula
espinal.

Evaluacion morfolégica

Al final del estudio se marcaron en forma retrégrada las neuronas del

nucleo rojo'™

mediante la aplicacién del neurotrazador dextran-rodamina por
abajo del sitio de lesién (T12) y se compar6 el nimero de células marcadas
(vivas) entre los diferentes grupos. Se contaron las neuronas que sobrevivieron

en cada nucleo rojo y se obtuvo el promedio por animal y por grupo.
Células neuronales sobrevivientes en el nticleo rojo

Se considerd6 como neurona sobreviviente después de la lesion, a
aquella que se tifa con el neurotrazador dextran rodamina, y que presente
ntcleo integro después de haber sido colocado el neurotrazador en una regién

de la médula espinal caudal al sitio de lesion (T12).
Método estadistico

Se realizé un andlisis descriptivo de todos los grupos y se verifico la
distribucién de los datos bajo la curva de normalidad. Se aplicé la prueba
estadistica paramétrica de analisis de varianza. La distribucién fue normal por
lo que se aplico una ANOVA de medidas repetidas p < 0.05.

4 . . . . .
" Hauben. Passive or active immunization...
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Capitulo 5. Resultados, Discusion y Conclusion

5.1 Evaluacién Clinica

Al llevar a cabo la evaluaciéon de la locomocién mediante la escala
propuesta por BBB se observé que las ratas tratadas con la combinacién (A-
91+ GSH-MEE.) presentaron una recuperacion significativamente mejor a la de
los demas grupos; desde las primeras semanas (p< 0.05 ANOVA de medidas
repetidas) (Grafico 1).

14+ ~a- GLUTATION/A91

12 (. —o- GLUTATION
e sl —— AO1

—— TESTIGO

5 12 19 26 33 40 47 54 61 68 75 82 89 96
DiAS
Grifico 1. Evaluacion motora en la escala BBB

AL final del estudio también se analizé en cada grupo el porcentaje de
animales capaces de soportar el tren posterior (calificaciones 9 o0 mas en la
BBB), donde el 100 por ciento de los animales del grupo tratado con
combinacion y los del grupo con A-91 logr6 llevarlo a cabo, mientras que para
los animales con Glutatién fue un 70 por ciento y para los testigos sélo el 40
por ciento (Grafico 2).
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Figura 2. Capacidad de levantar el tren posterior

Se puede observar también que la capacidad de las ratas tratadas con la
combinacion fue mayor cuando se evalud, ademas de sostener el tren posterior
(calificaciéon de 9 en la escala de BBB); la capacidad de dar pasos y caminar
sin caer (calificaciones de 10-12 en la BBB). Los grupos con tratamiento
simple también fueron capaces de levantarse y dar pasos, aunque con menor
eficiencia que el grupo de combinacién. Todos los grupos tratados fueron
significativamente superiores al testigo (p < 0.05 ANOVA de medidas
repetidas). (Grafico 3)
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Grifico 3. Porcentaje de animales capaces de dar pasos
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5.2 Evaluacion morfolégica

En el conteo de las células sobrevivientes después de una lesion, se
observé que los animales del grupo de combinacién presentaron una sobrevida
superior (192.3+ 15.01, p< 0.05 ANOVA) a los demas grupos, seguida por A-91
(131 14.6) glutation (128+ 32.1) y por ultimo el testigo (62.4+ 26.3) (Grafico 4).
Lo anterior correlaciona (r=0.87) con las calificaciones obtenidas en la BBB.
(Gréfico 5).
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Grifico 4. Sobrevida de neuronas en el nicleo rojo.
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Grifico 5. Correlacién entre sobrevida de neuronas y evaluacion motora (BBB).
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5.3 Discusion

Una vez que se realizaron las observaciones y pruebas de locomocion
posteriores a la lesiéon traumatica y después de la cuantificaciéon de sobrevida
de neuronas en el nucleo de rojo; se pudo observar que los grupos de ratas
tratadas con el inmundgeno y con el antioxidante por separado manifestaron
mejoria, ya que fueron capaces de levantarse y dar algunos pasos en
comparaciéon con el grupo testigo que no recibié tratamiento. Sin embargo, el
grupo que recibié la estrategia de combinacién (A-91+GSH-MEE) presenté
desde las primeras semanas, una recuperacion significativa ya que fueron
capaces de levantar el tren posterior y dar pasos con mayor eficacia.

Como se ha descrito, después de una LTME se incrementa la
produccion de radicales libres originando estrés oxidativo. Bajo estas
condiciones se desencadena el fendmeno de lipoperoxidacion que dana las
membranas celulares, lo cual se ha sugerido que puede llevar a la

degeneracion celular postraumatica.'*®

Con base en los resultados se puede observar que el uso de glutatién
monoetil ester colabora eficientemente en la limitacién de los dafios causados
en la zona de lesion medular. Esto probablemente debido a que el GSH-MEE
tiene la facilidad y la capacidad de donar electrones, ligado al grupo sulfidrilo.
En su fase liquida es un importante antioxidante y cofactor esencial para las
enzimas antioxidantes (glutation reductasa, peroxidasa y transhidrogenasas);
provee también proteccién para la mitocondria, ya que su agotamiento puede
ser el ultimo factor que determina la vulnerabilidad al ataque del oxidante y
contra los radicales libres del oxigeno. Esta alta capacidad de donacién de
electrones y su alta concentracion intracelular que provee con gran poder
reductor, es usado para regular el sistema complejo de cambio del tiol. Esto
funciona a cada nivel de la actividad de la célula.*®

115
116

Art. Diaz Ruiz, Araceli. op cit. p. 445.
Parris, Kidd. Glutathione: Systemic protectant against oxidative and free radical damage. p. 155, 165.
Thorne Research, Inc.
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En la mitocondria de células aerébicas, es inevitable la generacién de los
procesos que utilizan oxigeno para hacer ATP. Este sistema complejo de las
rutas de enzimas por la cual cada mitocondria usa oxigeno para romper los
enlaces del carbono-carbono y produce ATP es llamado fosforilacion oxidativa
(OxPhos). Cuando los sustratos de OxPhos se procesan en la mitocondria,
invariablemente escapan los electrones solos, fugandose del complejo de
OxPhos para reaccionar con oxigeno de ambiente y generar radicales libres de

oxigeno.""’

El glutatién juega un papel central en la proteccién de las células frente a
los radicales libres, frente a intermediarios reactivos del oxigeno y frente a
electréfilos. Algunas funciones de las células T pueden ser potenciadas en vivo
mediante la administracion de GSH. Incluso reducciones parciales de GSH
intracelular mostraron consecuencias dramaticas en la formacion, proliferaciéon
y generacién de células T citotéxicas.'"®

La proliferacion, el crecimiento, y diferenciacién de células inmunes son
dependientes del GSH. Ambas células las T y los linfocitos B requieren los
niveles adecuados de GSH intracelular para diferenciarse, y los humanos
sanos con linfocitos relativamente bajos en GSH se encontraron que tenian
conteos significativamente bajos de CD4. El GSH intracelular se requiere
también para la respuesta proliferativa de células T para la estimulacion
mitogénica, para la activacién de células citotoxicas T asesinas naturales y
para muchas funciones de las células T especificas, inclusive la sintesis del
ADN para la replicacion celular, asi como para el metabolismo de interleucina-2
el cual es importante para la respuesta mitogénica.'’® De esta manera, el
glutation podria estar potenciando la actividad de la autoinmunidad protectora.

Los animales tratados con A-91 mostraron una recuperacion
estadisticamente similar a los animales sometidos al tratamiento con glutation.
Varios estudios han demostrado que la estimulacién del SI mediante
inmunizacién activa o pasiva con péptidos neurales derivados de la MBP,

"7 Ibidem. p.160.

'8 Art. Donnerstag, Barbara, et.al. Glutation reducido y s-acetil glutation como agentes selectivos
inductores de la apoptosis en la terapia del cancer. P. 2

"% parris, Kidd. op. cit. p.165
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reduce el dafio neuronal después de una lesiéon incompleta de la médula
espinal.'® Algunas investigaciones muestran que las células T activadas contra
la MBP confieren neuroproteccién contra una degeneracién secundaria en
lesiones por contusion de la ME al estimular al astrocito en la captacion de
glutamato que es un aminoacido que normalmente funciona como
neurotransmisor pero que en altas concentraciones se vuelve peligroso y
puede causar desordenes crénicos degenerativos y hasta la muerte neuronal.
La activaciéon de las células T al ser estimuladas por su antigeno especifico,
incrementa la actividad de las células de la microglia mediante la liberacion de
INFy, mismo que promueve la expresion de una gran cantidad de
transportadores para glutamato no solo en dichas células sino tambien en la
membrana astrocitica. Asi, se facilita la remocion de glutamato y con ello la
exitotoxicidad del tejido dafiado.'?' Bajo condiciones de alto estrés, la microglia
puede migrar hacia el sitio dafiado y actuar como CPA o como células
potencialmente capaces de remover materiales perjudiciales pudiendo de esta

forma interaccionar.'??

Por otro lado, el INFy también incrementa la expresion de las moléculas
del MHC clase Il en las células de la microglia, fenébmeno que puede
incrementar la interaccién entre dichas células y los linfocitos Th1 que son los
que de acuerdo a algunos reportes promueven la proteccion neuronal después
de una LTME. EI A-91 es un derivado de la MBP y por lo tanto sugerimos que
activa como un péptido agonista parcial a los linfocitos anti-MBP, regulando de
alguna forma la activacién exagerada de los linfocitos anti-MBP. Algunos
estudios indican que la inmunizacién con A-91 cambia el fenotipo de Th1 a Th2
(linfocitos reguladores), evento que de alguna forma regula la activacion
exagerada de los Th1 y de esta manera evita el efecto destructor de éstos

Gltimos.'®

2% Hauben. Passive or active immunization. ..

2! Schwartz, Michal. Protective autoimmunity againts the enemy within: fighting glutamate...p. 300
"2 Ibidem. P. 299

12 Kipnis, Jonathan. et al. Myelin specific Thl cells are necessary but not sufficient for post-traumatic
prolective autoimmunity. p.2
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La estrategia de combinaciéon promueve una mejor recuperacion motora
y de sobrevida de neuronas en comparacién con la administracién por
separado del glutation y el A-91. El presente trabajo valida la utilizacién de una
terapia de combinacion donde la activacion de la respuesta autoinmune
protectora mas la administracion de GSH-MEE promueven una mejor
recuperacion motora y sobrevida de neuronas. Ya que esta terapia podria ser
de gran utilidad a nivel clinico, es importante la realizacién de mas estudios que
nos permitan conocer mejor los efectos de esta terapia.

Consideraciones éticas

7 Para la realizacién del presente proyecto, se tomaron en cuenta los
lineamientos establecidos por el reglamento de la ley general de salud en
materia de investigacion para la salud (Titulo séptimo: De la investigacién que

incluya la utilizacién de animales de experimentacién).'?*

5.4 Conclusiones

1.- El uso del glutation monoetil ester favorece la recuperacion motora y
sobrevida de neuronas en el nicleo rojo en ratas con lesiéon traumatica de la
médula espinal. Adicionalmente la estimulacion de la autoinmunidad protectora
pof medio del péptido neural modificado A-91, favorece la recuperaciéon motora
y sobrevida de neuronas en el nicleo rojo en ratas con lesion traumatica de la

meédula espinal.

2.- El uso de la combinacion del glutation monoetil ester con la estimulacion de
la autoinmunidad protectora fue la estrategia mas efectiva sobre la
recuperacion motora y la sobrevida de neuronas en el nucleo rojo en ratas con

lesion traumatica de la médula espinal.

3.- Es necesario continuar con los estudios referentes a éste trabajo para su

aplicacion clinica.

'** Ley General de Salud. Titulo Séptimo: De la investigacién que incluya la utilizacion de animales de
experimentacion. p. 430-431.
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Solo queda hablar de los animales y su naturaleza.
Hasta lo que podamos, no excluiremos a ninguno
por insignificante que sea; pues aunque hay animales
Que no son atrayentes para los sentidos, incluso
para los ojos de la ciencia, para el estudioso que es por naturaleza
de espiritu cientifico y que puede discernir las causas
de las cosas, la naturaleza que los ha forjado proporciona
Satisfacciones que no tienen precio.
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