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RESUMEN

La lesion traumatica de médula espinal (LTME), se asocia con una serie de mecanismos
autodestructivos, dentro de los que la liberacién excesiva de 6xido nitrico por la sintasa
inducible (iINOS), se ha relacionado con los fenémenos autodestructivos y de lipoperoxidacion
que llevan a la destruccion neural. Se han desarrollado una serie de estrategias
neuroprotectoras para controlar estos fenomenos, sin embargo en ninguno de los casos se han
logrado obtener beneficios importantes. Actualmente una estrategia innovadora y que ha
ofrecido efectos interesantes es la llamada “autorreactividad protectora”, basada en la
modulacién de la respuesta inflamatoria por medio de la inmunizaciéon con péptidos neurales
modificados como A91 y Cop-1. Dicha modulacién podria ser a través de la regulacion de la
expresion de genes proinflamatorios, como el de la iNOS. Al momento no existe ningin

estudio que analice el efecto de la respuesta autorreactiva sobre la expresion del gen iNOS.

En este estudio se analizé la expresion de iNOS por RT-PCR después de una LTME
en ratas Fischer 344, inmunizadas o no con A91 y Cop-1. Realizando dos experimentos
basados en los picos de expresion de esta enzima, estableciéndolos de la siguiente manera: 1)
inmunizaciéon 7 dfas antes de LTME, analizando la expresion del gen iNOS a las 24 y 72 hrs.;
2) inmunizacién 60 minutos después de LTME, analizando la expresion del gen iNOS alos 3y
7 dias. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron un incremento significativo de la
expresion del gen después de la LTME en todos los grupos. Sin embargo, no se logré mostrar
una disminucién significativa de dicha expresion en los grupos inmunizados con los péptidos
neurales. Bajo las condiciones de este estudio se puede concluir que: la inmunizacién con los
péptidos A91 y Cop-1 al parecer no tiene un efecto significativo sobre la expresion del gen
iINOS, no obstante no se descarta la posibilidad de que el efecto de éstos sea a niveles pos-

transcripcionales.

Palabras Claves: iNOS, neuroproteccion, A91, Cop-1, lesion en médula espinal,

autorreactividad protectora



ABSTRACT

As a consequence of spinal cord injury (SCI), a number of autodestructive mechanisms
develop. Among them, the excessive release of nitric oxide (NO) from the inducible nitric
oxide synthase (INOS) plays an important role in neural destruction. At present, several
strategies have been explorer in order to control the harmful effect of this phenomenon.
Protective autoimmunity is a recent innovative strategy based on the modulation of
inflammatory response by immunizing with neural derived peptides such as A91 and Cop-1.
Although the use of this therapy has provided interesting neuroprotective effects, at the
moment, the mechanisms by which protective autoimmunity is exerting its beneficial effects
are not completely clear. Since immunization with A91 or Cop-1 induces an anti-inflammatory
Th2-type response, we envisioned that a possible mechanism of action could be through the

down-regulation of proinflamatory genes such as the iNOS gene.

In order to test this hypothesis, the expression of iNOS at mRNA level was explored
in SCI rats by RT-PCR. Animals were immunized or not with A91 or Cop-1 peptides either 7
days before (experiment 1) or 60 min after (experiment 2) SCI. mRNA-INOS expression was
evaluated 24 and 72h (experiment 1) or 3 and 7 days (experiment 2) after injury. The results
showed no significant differences among studied groups. Immunization either with A91 or
Cop-1 peptides did not have any effect on mRNA-INOS expression. Although the present
results do not support any effect of protective autoimmunity on mRNA-INOS expression, it is
imperative to explore the effect of this therapy on other mechanisms involved either in
stability or translation of the mRNA. As well, it is important to elucidate the effect of

protective autoimmunity on iNOS-enzyme activity.

Key words: inducible nitric oxide synthase, neuroprotection, A91, Cop-1, Spinal Cord Injury,

protective autoreactivity.



1. INTRODUCCION

La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) origina la pérdida de la funcién
sensorial y motora, llevando a déficit neurolégico para el individuo que la sufre. La LTME
constituye también un problema econémico - social importante pues tan solo en el 2001, la
incidencia anual en Estados Unidos de America fue de 15 a 40 casos por millon, siendo las
causas principales los accidentes de trafico y violencia Diversos estudios en los tltimos 30 a
40 afios se han enfocado a describir y entender los mecanismos autodestructivos que se llevan
a cabo después de la LTME. Entre dichos mecanismos se encuentran: la pérdida de la
regulacion idnica, una liberacién excesiva de Ca*” intracelular, la produccién de radicales libres
(RL), una respuesta inflamatoria exagerada, la produccion de 6xido nirico (INO, del inglés nitric

oxide) y la respuesta autoinmune contra constituyentes propios del sistema nervioso (Berkowitz

M et al,, 1992;Dumont et al., 2001).

Las estrategias terapéuticas que se han desarrollado, intentan impedir el avance de los
mecanismos destructores desarrollados después de una LTME, para poder preservar y
proteger el tejido neural, no afectado directamente por la lesion. A esta serie de medidas
protectoras se le han denominando “neuroproteccién”. El objetivo de la neuroproteccion es
disminuir el dafio al sistema nervioso central (SNC) después de una agresion, neutralizando
los mediadores toxicos o incrementando la resistencia del tejido a la toxicidad (Aguayo et al,
1990;Gelderd and Quatles, 1990;Stokes and Reier, 1992;Jakeman L and Reier PJ., 1987). Al momento se han
explorado diversas estrategias neuroprotectoras, sin embargo, ninguna de ellas ha logrado
resultados clinicos satisfactorios. Es por ello, que siguen desarrollindose nuevas ideas para

generar una terapia efectiva neuroprotectora.

Una estrategia innovadora es la llamada “autorreactividad protectora” la cual esta
basada en modular la respuesta inflamatoria, estimulando el sistema inmunologico (SI) para
promover proteccion del tejido neural (Moalem et al., 1999a;Shaked et al, 2004). En este rubro,
diversos trabajos han demostrado que la estimulacién del SI 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 LTME (Hauben et al., 20002). Lo
anterior sugiere la existencia de una respuesta autoinmune que se encarga de proteger el tejido
neural (Moalem et al., 1999a;Schwartz and Cohen, 2000). Mas aun, la inmunizacién con péptidos
neurales modificados como el A91 ha mostrado también promover los efectos benéficos de la
autorreactividad protectora después de una LTME sin el riesgo de inducir una enfermedad
autoinmunitaria (Ibarra et al, 2004). El Cop-1, otro péptido neural modificado, inhibe en forma
importante la encefalomielitis alérgica experimental (EAE) y el dano al tejido neural después de
un trauma craneal (Kipnis and Schwartz, 2002), en modelos murinos y en humanos ha mostrado
disminuir la severidad de la esclerosis multiple (MS) (Teitelbaum et al., 1997). Al momento no se
conocen con exactitud los mecanismos por medio de los cuales la inmunizaciéon con péptidos
neurales modificados ejerce su accién neuroprotectora. Se sabe que dicha inmunizacién induce
una respuesta inmune con predominio del fenotipo anti-inflamatorio Th2 misma que de
acuerdo al tipo de citocinas predominantes podria tener un efecto inhibidor sobre la expresion

del gen que codifica para la sintasa inducible del 6xido nitrico (iNOS).

Después de una LTME se ha observado que la actividad de iNOS esta fuertemente
involucrada en la modulaciéon de la respuesta inflamatoria (Heba et al, 2001), ademas la
producciéon de NO por esta enzima ha sido vinculada de manera importante con la
destruccion del tejido neural (Diaz-Ruiz A et al, 2002;Nakahara et al., 2002). La inhibicién de la
expresion del gen iINOS a través de la respuesta autorreactiva protectora podria ser uno de los
mecanismos importantes por medio del cual, dicha respuesta ejerce su efecto protector sobre

el tejido neural. Cabe mencionar, que no existen estudios que hayan analizado dicho efecto.

Basandonos en estos antecedentes se llego a la hipotesis de este trabajo la cual es: Si la
inmunizacion con A91 o Cop-1 inducen una respuesta de células T con fendtipo
predominante Th2 y las citocinas liberadas por estas células tienen un efecto supresor sobre la
expresion del gen que codifica para iNOS entonces la inmunizacién con estos péptidos causara
una disminucién en la expresion de dicho gen en el sitio de lesién de ratas con LTME por lo
que el presente estudio tuvo como objetivo analizar la expresion del gen que codifica para

INOS en el sitio de lesion de ratas con LTME inmunizadas o no con A91 o Cop-1.



2. MARCO TEORICO

2.1 SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso (SN) ha sido considerado hasta en la actualidad como el centro de
regulacion y la red de comunicacion del cuerpo; generalmente junto con otros sistemas del
organismo (principalmente el endocrino), lleva a cabo tres funciones elementales que ayudan
al organismo a mantener la homeostasis, estas funciones son: la funcién perceptiva
(percepcion de los estimulos interiores y exteriores), la integradora (interpretaciéon de los
estimulos, aprendizaje) y la motora ( respuesta mediante acciones motoras o secreciones

glandulares).

Se divide anatémicamente en dos partes principales, el SNC y el sistema nervioso
periférico (SNP). El SNC es el centro de regulacién de todo el tejido nervioso y consiste en
encéfalo y médula espinal. El estimulo es recibido por diversas prolongaciones del tejido
nervioso que conectan al encéfalo y la médula espinal con receptores, musculos y glandulas,
constituyendo el SNP. Cada estimulo que recibe el organismo por medio de receptores
especificos tiene un efecto ya sea causando la contraccién de un musculo o la secreciéon en

glandulas (Tortora G. and Derrickson B., 2006).

2.1.1 CARACTERISTICAS DEL SN.

Fundamentalmente la organizacion del SN, se basa en dos tipos principales de células:

neuronas y neuroglia.

2.1.1.1 Neuronas:
Su funcién principal es la transmisién de impulsos de una parte del cuerpo a la otra.

Son la unidad estructural y funcional del SN.



2.1.1.2 Fisiologia neuronal

2.1.1.2.1. Sinapsis. Las sinapsis (del odvaye, "enlace") son uniones especializadas
mediante las cuales las células del SN envian sefiales de unas a otras y a células no neuronales

como las musculares o glandulares.

Existen varios tipos de sinapsis: por una parte las llamadas quimicas y las sinapsis
eléctricas. Las sinapsis eléctricas funcionan permitiendo que la corriente eléctrica fluya
pasivamente a través de los poros de la unién en hendidura desde una neurona hasta la otra. La
fuente habitual de corriente es la diferencia de potencial generada localmente por el potencial
de accion. La transmision en este tipo de sinapsis es extraordinariamente rapida: dado que el
flujo pasivo de corriente a través de la unién en hendidura es casi instantaneo, la comunicacion

se puede desarrollar rapidamente (Purves D., 2001;Micheli F., 2000)

En la sinapsis quimica la separacion entre las neuronas presinapticas y postsinapticas es
sustancialmente mayor que en las sindpsis eléctricas y se denomina hendidura sindptica de
aproximadamente 20 nm. La caracteristica clave de todas las sindpsis quimicas es la presencia
de pequefias organelas limitadas por una membrana, denominadas vesiculas sinapticas en el
interior de la terminacién presinaptica. Estas organelas esféricas estan llenas de uno o mas

neurotransmisores (Micheli F., 2000).

Entre los neurotransmisores se encuentran las aminas: adrenalina, dopamina y
serotonina; los aminoacidos: glutamato, aspartato, el acido gammaaminobutirico (GABA) y la

glicina; moléculas pequefias como noradrenalina e histamina (Purves D., 2001).

2.1.1.3. Células de la neuroglia.

Las neuronas del SNC estan sostenidas por algunas variedades de células no excitables
denominadas en conjunto neuroglia de origen ectodérmico; estas son generalmente mas
pequefias que las neuronas y las superan en numero unas 5 a 10 veces constituyendo
aproximadamente la mitad del volumen total del encéfalo y la médula espinal. Estas células
intervienen en la actividad bioquimica de las neuronas. La neuroglia se divide a su vez en

macroglia y microglia. LLa macroglia esta constituida por: 1) los astrocitos llamados asi por sus



prolongaciones en forma de estrella y cuya funcién es dar sostén estructural y nutricio al SNC;
2) los oligondendrocitos (gr o/igos: pocos) 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 y 3) del epéndimo. Las células de Schawnn forman una

vaina completa alrededor de los axones de mielina en el SNP a excepciéon de las terminales.

(Geneser Finn., 2000;Snell S.R, 1994)

2.1.1.3.1. Microglia. Las células microgliales son las mas pequenas de las células
neurogliales y se hallan dispersas en todo el SNC. Poseen prolongaciones onduladas

ramificadas semejantes a espinas.

Las células microgliales del encéfalo y la médula espinal normales parecen ser inactivas
y a veces se les denomina células de la microglia en reposo. En caso de dafio al tejido nervioso,
las células residentes de la microglia se pueden transformar en microglia activa, con actividad
fagocitica, que actian como células presentadoras de antigenos profesionales. La microglia son
las primeras células que reaccionan ante una lesién del SNC, con divisiones, modificaciones
morfologicas y liberacion de sustancias de sefial (citocinas) y RL como el NO, llevan a cabo el
proceso de fagocitosis y suelen emigrar al area de lesion. Reaccionan con los astrocitos y

oligodendrocitos, quizas inducidas por las sustancias sefial de la microglia. (Geneser Finn.,

2000;Snell S.R, 1994)

2.1.2. MEDULA ESPINAL

LLa médula espinal (ME) se extiende desde el foramen magno del occipital, donde se
continua con la médula oblongada, que corresponde en el esqueleto a la parte media del arco
inferior del atlas, hasta el borde inferior de la primera o segunda vértebra lumbar en donde la
parte inferior de la médula se halla situada en el vértice del cono médular. El cono médular se
continda por una porcidon adelgazada y larga que se prolonga hasta el coxis y que recibe el

nombre de filum terminale, dicho filamento corresponde a la médula coccigea rudimentaria

(Guyton A, 1994).



La ME esta compuesta por 31 segmentos en el humano y son: ocho cervicales, doce
toracicos, cinco lumbares, cinco sacros y uno coccigeo. El primer nervio cervical surge entre el
atlas y el occipital. La octava raiz cervical emerge del foramen intervertebral situado entre CVII
y TL; los demas nervios raquideos emergen de los foramenes intervertebrales situados por

debajo de la vértebra correspondiente al mismo nimero (Carpenter BM ., 1994).

Cada rafz nerviosa dorsal contiene fibras aferentes de las neuronas en su ganglio.
Contienen una variedad de fibras de las estructuras cutaneas y profundas. Las fibras mas
grandes proceden de los musculos y participan en los reflejos de la médula espinal. Las fibras
de tamano medio conducen impulsos de los mecanoreceptores en la piel y articulaciones. Pero
la mayor parte de los axones en las raices dorsales son pequefios y conducen informacion

acerca de los estimulos nociceptivos (dolor) y térmicos.

La ME se halla protegida por tres membranas que la envuelven denominadas

meninges y son:

. La piamadre: es un delgado revestimiento fibroso y vascular del encéfalo y la
médula, fijado con firmeza a su superficie e incluso penetra en todas las fisuras y surcos.

° La aracnoides: es una estructura delicada, con fijaciéon laxa en la superficie
interna de la duramadre; queda separada de la piamadre por un espacio tabicado lleno de
liquido cefalorraquideo (rodea el encéfalo y la médula) llamado espacio subaracnoideo. Este
espacio esta penetrado por gran nimero de trabéculas que forman parte de la aracnoides.

° La duramadre: es un fuerte revestimiento fibroso que rodea todo el SNC, esta
unida con firmeza a la superficie interna del craneo, pero sélo laxamente al canal vertebral,

donde existe un espacio de tejido conectivo denominado espacio epidural (Guyton,1994).

A cualquier altura de la ME que se haga un corte transversal, se observa que esta
dividida en dos partes laterales simétricas e iguales por el surco medio anterior, que penetra
hasta la tercera parte del diametro anteroposterior y por el surco medio posterior, muy poco
profundo y continuado por el tabique medio posterior, que se prolonga hasta el centro de la
médula espinal. El surco medio anterior y el tabique anterior quedan separados en el centro de

la médula por una porcién de sustancia gris que recibe el nombre de comisura gris, ésta lleva



en su centro un orificio que corresponde al corte del canal central de la médula espinal (De

Groot J, 1993).

2.1.2.1. Sustancia Gris.

Ocupa la parte central de la ME y en conjunto presenta la forma de una H o de dos
medias lunas, unidas entre si al nivel de la parte media de su convexidad por la comisura gris.

En esta se encuentran las neuronas que reciben y responden a los estimulos nociceptivos.

(Carpenter BM ., 1994;Guyton A., 1994;Hiernan M.B., 1998)

2.1.2.2. Sustancia blanca.

Esta formada por dos tipos de fibras nerviosas, las mielinizadas y las amielinicas. Las
fibras mielinizadas de conducciéon rapida forman haces (fasciculos) que ascienden o descienden
a diferentes distancias. El conjunto de fibras con una funcién comin se denominan haces.

La sustancia blanca se encuentra constituida por dos vias: el sistema de fibras

descendentes y el sistema de fibras ascendente. (Cuadros 1y 2)

Cuadro 1. Sistemas de fibras descendentes de la ME

Nombre Funcién Origen Terminacion Localizacion en la
Médula
Via piramidal Origen de la funcién Corteza Células del asta Cordén lateral,
corticoespinal motora; modulacién de las anteriof, cordon anterior
funciones sensitivas interneuronas
Haz Reflejos posturales Nucleo vestibular Motoneuronas del Cordén anterior
vestibuloespinal lateral asta anterior (para los
extensores)
Haz Funcién motora Nucleo rojo Interneuronas del asta | Cordén lateral
rubroespinal anterior
Haz Modulacién de Formacion reticular | Asta anterior y Fasciculo propio
reticuloespinal transmisiones sensitivas del tallo encefalico posterior (cordén anterior)
(dolor); reflejos espinales
(fibras)
Sistemas Modulacién de las Hipotilamo; Neuronas auténomas | Fasciculo propio
auténomos funciones auténomas nucleos del tallo preganglionares




descendentes encefalico

Haz Reflejo de rotacion de la Mesencéfalo Interneuronas del asta | Cordén antetrior
tectoespinal cabeza anterior

Fasciculo Coordinacién de los Nucleos Sustancia gris cetvical | Fasciculo propio
longitudinal movimientos de la cabeza y | vestibulares

medio de los ojos

Cuadro 2. Sistemas de fibras ascendentes en la ME

Nombre

Funcion

Origen

Terminacion

Localizacion en

la Médula

Sistema del

Propiocepcion, tacto fino,

Piel, articulaciones,

Nucleos de la columna

Cordén posterior

cordén discriminacién de 2 puntos | tendones posterior, tallo encefélico

posterior

Haz Dolor localizado, Piel Asta posterior, de ahf al Cordén
espinotalamico temperatura, tacto talamo contralateral ventrolateral

Haz Mecanismos de Articulaciones y Paleocorteza cerebelosa Cordén lateral
espinocerebelos | movimiento y posicién tendones

o dorsal

Haz Mecanismos de Articulaciones y Paleocorteza cerebelosa Cordén lateral
espinocerebelos | movimiento y posicién tendones

o ventral

Haz Dolor profundo y crénico Estructuras somiticas | Funcién reticular del | Difusa en el
espinorreticular profundas tallo encefalico fasciculo propio

(De Groot J, 1993)
2.1.3. LESION EN MEDULA ESPINAL

La ME se encuentra protegida por el liquido cefalorraquideo, meninges y por los
huesos de la columna vertebral, sin embargo, si la fuerza es de suficiente magnitud, estas
estructuras protectoras pueden verse superadas. La lesion en médula espinal (LME) es un
término amplio que se refiere al dafio causado en la ME debido a innumerables causas que

llevan al individuo a la paraplejia o cuadraplejia dependiendo del sitio y el grado de lesion

pudiendo culminar con la muerte del mismo (Newman W, 2003).

2.1.3.1. Antecedentes

Hace 5000 afios los egipcios realizaron la primera descripcion de una LME vy sus
efectos, desde entonces y hasta mediados de los afios cuarenta, la mayoria de los pacientes

morian durante las primeras semanas a consecuencia del trauma inicial, por infecciones y otras




complicaciones sistémicas. (Newman W, 2003) Posteriormente, con el avance de distintas
disciplinas cientificas y clinicas se mejord notablemente la posibilidad de sobrevida. A pesar de
ello, las incidencias de morbi-mortalidad siguen siendo considerablemente elevadas, aun en
centros especializados en este tipo de lesiéon. El tratamiento médico y la recuperacion del
individuo tienen un alto costo debido a los recursos tecnoldgicos que se necesitan y las
limitaciones que se observan para reintegrar al individuo en sus actividades productivas (Stover
and Fine, 1987;Berkowitz M et al.,, 1992). En México, a diferencia de otros paises, no se cuenta con
un estudio epidemiolégico que describa la incidencia, mortalidad, evolucién postraumatica y el
costo de atenciéon medica de este tipo de lesiones. Se sabe que actualmente en Estados Unidos
de America existen aproximadamente 400,000 pacientes con lesiones en la ME. La incidencia
anual es 1 por cada 1000 personas siendo mas hombres en una relacién 4:1 con respecto a las
mujeres. Las principales causas han sido los accidentes automovilisticos (47%), accidentes

relacionados a los deportes (24%), caidas (12%) y violencia (7% (Lali H.S. et al., 2001).

En 1966 la expectativa de vida para los individuos con LTME era de 20 afios vy los
problemas renales contribufan a ser la causa principal de muerte. En la actualidad los pacientes
con LTME tienen una expectativa de vida de 25 a 30 afios siendo la causa principal de muerte

las disfunciones cardiacas y respiratorias (Bunge R.P et al., 1993).

2.1.3.2. Tipos de LTME.

Con respecto al dano tisular las LME se agrupan en cuatro que son:

1.- Maceracion de la médula en la cual la morfologia es severamente distorsionada

2.- Laceraciones médulares

3.- Contusiones que llevan a un hematoma central que involucra un centro necrético
4.- Contusiones expandidas en las cuales no tienen un centro necrético en el sitio de

lesién (Bunge R.P et al., 1993;Bunge R.P et al., 1997).

De estos cuatro tipos de lesion, la de contusion representa del 25 al 40% de los casos y

es una lesién progresiva que aumenta con respecto al tiempo (Basso et al., 1996).



Con respecto a la localizacion de la LME, se caracterizan en:

1.-Lesién central pequefia casi siempre afecta al haz espinotalamico en ambos lados.
2.-Lesion central grande implica ademas de las vias del dolor, a las porciones de los
haces adyacentes, la sustancia gris adyacente o ambas (De Groot J, 1993).

3.-Lesion periférica irregular (herida penetrante o compresion de la medula) incluye a
las vias largas y la sustancia gris, de manera que se anulan las funciones por debajo del
nivel de la lesiéon. Ocurre de manera temprana una alteraciéon de la funcién motora. El
compromiso de las células motoras de las astas grises anteriores a nivel de la lesion da

lugar a una paralisis parcial o total de los musculos, con pérdida del tono muscular (De
Groot |, 1993;Snell S.R, 1994).

4.- La hemisecciéon de la ME causa el sindrome de Brown — Séquard que puede ser
resultado de siringomelina, tumor medular hematomielia, heridas por balas o
pufialadas.Los signos y sintomas son paralisis ipsolateral de la motoneurona inferior en
el segmento de la lesion, pérdida contralateral de las sensaciones de dolor vy
temperatura por debajo de la lesion.

5.-La seccién medular completa, da como resultado una pérdida completa de toda la
sensibilidad y los movimientos voluntarios por debajo del nivel de la lesién De Groot J,

1993).

2.1.3.3. Fisiopatologia de la LTME.

Después de una LTME se presenta lo que se conoce con el término de “CHOQUE

ESPINAL”, definido en 1850 por Marshall Hall, el cual describe la supresion de las funciones

nerviosas en la ME. Este es causado por la interrupcion de la continuidad de las fibras

ascendentes y descendentes (motoras, sensitivas y autonomas) (Snell S.R, 1994;Newman W, 2003).

La LTME, ocasiona alteraciones estructurales y funcionales que van desde el bloqueo

transitorio de la conduccion eléctrica, hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado de

lesién (Goodkin R. and Cambell ].B., 1979;Balentine JD., 1983). Después de producirse una lesiéon

médular se desencadenan una serie de mecanismos autodestructivos que originan una

disrupciéon del parénquima médular con secuelas a largo plazo (Goodkin R. and Cambell J.B.,

1979;Balentine JD., 1983;Lemke et al., 1987). El dafio después de la lesion mecanica se propaga de



horas a dias, lo cual ha permitido dividir la fisiopatologia de la LTME en lesion primaria y

lesién secundaria.

La lesion primaria es el resultado directo del trauma inicial y sus consecuencias varfan
de acuerdo al tipo, lugar e intensidad del mismo. La lesiéon secundaria es producida por una
secuencia de eventos que siguen a la lesion primaria. Los estudios experimentales y las
observaciones clinicas han establecido que la lesiéon secundaria de la LTME es originada por
una serie de cambios fisiopatolégicos dependientes del tiempo, que inician en los primeros
minutos de la lesion y contindan durante los siguientes dias e incluso meses. Las alteraciones
que ocurren en el tejido nervioso generan una cascada de eventos que originan una mayor
destrucciéon del parénquima médular y dafo neuronal irreversible (Goodkin R. and Cambell J.B.,

1979;Balentine JD., 1983).

El propio mecanismo de lesion, asi como la intensidad del mismo, podria originar
condiciones diferentes en el desarrollo de los eventos secundarios a la lesién (Goodkin R. and
Cambell J.B., 1979;Braughler and Hall, 1992). Esto podria repercutir en mayor forma sobre la
sobrevida neuronal. Por otra parte la intensidad de la lesién también es un factor que puede
influir directamente sobre el resultado de algunos fenémenos secundarios, dentro de los cuales
se encuentran la pérdida de regulacién idnica, la intensidad de la respuesta inflamatoria, la
peroxidaciéon de lipidos (lipoperoxidacion); siendo todos estos fenémenos altamente
relacionados influyendo unos en otros. Ademas la produccién de RL y peroxidacion de lipidos,
la acumulacién de lactato, liberacién de neurotransmisores con efecto téxico tales como
aminoacidos excitatorios, monoaminas y neuropéptidos son mecanismos que también
contribuyen a la lesién y muchos de ellos originan la alteracién del flujo sanguineo, isquemia
local, formacién de edema, necrosis del tejido, desmielinizacion e inflamacién (Braughler and Hall,

1992) .

2.1.3.3.1. Pérdida de regulacioén iénica. Es el primer mecanismo secundario que
aparece después de la LTME, se da cuando se incrementa la concentracion de los iones de Na*
y Ca”" intracelulares y disminucién de los iones de K y Mg”'; esto lleva a una despolarizacién
de la membrana neuronal y al acarreo de moléculas de agua asociadas con los iones Na* y Ca**

lo que produce edema (Lemke et al, 1987;Young and Koreh, 1986). El exceso de Ca™ libre



intracelular inhibe las funciones mitocondriales y activa las proteasas neutras que destruyen los
neurofilamentos, parte fundamental del citoesqueleto axonal, observandose en las primeras
horas o dfas poslesion un colapso y fragmentacion axonales (Siegel GJ et al,, 1998). Ademas de
llevarse a cabo la activacién de las fosfolipasas, las cuales favorecen la liberaciéon de acidos
grasos a partir de los fosfolipidos de membrana y dan lugar a la formacién de productos
propios de la desintegracion de la membrana (acido araquidénico, leucotrienos y
tromboxanos), originando la pérdida estructural y funcional de los constituyentes de la

membrana, cabe mencionar que principalmente actian destruyendo la mielina (Balentine, 1988).

Por otra parte se observa liberacion de glutamato y aspartato en grandes cantidades (15
minutos después de la LTME) 6 veces mas que los niveles fisiolégicos (Christensen M.D et al,
1996), debido a una sobreestimulacién de los receptores ionotréficos de glutamato (GluRs), el
resultado es la entrada masiva de Ca** y del flujo de Na +, este dltimo se ha visto que puede
provocar un incremento secundario de Ca*" intracelular, llevando a una sobreexcitacion de las
neuronas viables y muerte neuronal; este efecto toxico se conoce como excitotoxicidad (Faden
and Simon, 1988). El concepto de excitotoxicidad se refleja principalmente en la glifa del CNS.
Dentro de las células gliales o neuroglia se encuentran los astrocitos, oligodendrocitos y la
microglia. Sin embargo las células mas susceptibles al fenémeno de excitotoxicidad son los
oligodendrocitos los cuales son los encargados de mielinizar a los axones debido a que estos
son altamente vulnerables a la sobre activacién de GluRs, las sefiales de excitotoxicidad estan
regulados por los receptores de glutamato tipo AMPA vy kainato. Estos receptores en los
oligodendrocitos son activados por glutamato, en adicién estas células contribuyen al control
de los niveles de glutamato extracelular. Una alteraciéon aguda o cronica en la homeostasis del
glutamato puede resultar en una sobre activacion de los receptores AMPA vy kainato y con ello

a una muerte celular de los oligodendrocitos y una consecuente desmielinizacion (Matute C. et al,,

2001).

2.1.3.3.2. Respuesta inflamatoria. La respuesta inflamatoria es un fenémeno
caracteristico de la inmunidad innata, este tipo de inmunidad se refiere a todas las medidas de
resistencia congénitas que se activan y operan desde la primera vez que el cuerpo se enfrenta a
un patégeno; no requiere de un encuentro o exposiciéon previa a tal agente, ni tampoco se

modifica significativamente con exposiciones repetidas al patégeno durante toda la vida de un



individuo, ésta es débil o ausente, pero se incrementa sustancialmente con las exposiciones

subsecuentes volviéndose altamente especifica y directa.

Los sistemas inmunes innato y adquirido se componen cada uno de numerosos
elementos que tienen la capacidad de llevar a cabo diversas funciones protectoras. Algunos de
estos elementos son células especializadas que tienen la habilidad para reconocer, secuestrar y
eliminar varios tipos de microorganismos o sustancias dafiinas: fenémeno conocido como
inmunidad celular o mediada por células; el resto de los componentes son macromoléculas
solubles que circulan por la sangre y en el liquido extracelular, que actian sobre el patégeno, la

defensa de este tipo se le conoce como inmunidad humoral (Parslow G.T et al., 2001).

Los macréfagos son considerados las células claves de la respuesta inmune ya que
cuando son activados por reconocimiento antigénico no solo funcionan como fagocitos, sino
también secretan de manera especifica una variedad de sustancias biolégicamente activas
dentro de los tejidos circundantes. Algunos de estos productos se liberan de forma individual
en respuesta a estimulos especificos, mientras que otros se liberan de manera combinada para
una respuesta mas generalizada. Ciertos productos como la lisozima, los componentes del
complemento y el peréxido de hidrégeno poseen actividad antomicrobiana; otros como las
elastasas y colagenasas actuan produciendo licuefaccion y remodelacion de la matriz
extracelular. Este proceso facilita la migracién celular y contribuye a limpiar la zona para el
proceso de regeneracion. Los macréfagos también secretan numerosas citocinas que influyen
sobre el crecimiento y las actividades de otros tipos celulares, como el factor estimulante de
colonias de granulocitos (GM-CSF), el cual prolonga la sobrevida de los neutréfilos en los
tejidos al suprimir su apoptosis, intetleucina 6 (IL6) que induce la respuesta de fase aguda,
factores de crecimiento de fibroblastos, prostaglandinas y quimiocinas que atraen linfocitos y
otros leucocitos vecinos. Un punto importante, es el NO secretado por los macréfagos
activados que no sélo ejerce una actividad antimicrobiana de amplio espectro, sino también
actia como mensajero para regular las funciones de otras células vecinas; por ejemplo NO
desencadena la liberacion de histamina y otros mediadores vasoactivos por parte de las células

cebadas y plaquetas, de modo que promueve la respuesta vascular de la inflamacion (Roitt I et al.,

1996).



3.1.3.3.2.1. Respuesta inflamatoria después de una LTME. Inmediatamente
después del traumatismo que lleva a la ruptura de la barrera hematoencefalica, ocurre una
reaccioén inflamatoria que involucra la accién de mediadores quimicos y la participaciéon de
células inflamatorias lo que origina la activacion de células inmunoldgicas residentes (astrocitos

y microglia) y de las reclutadas desde la periferia: macréfagos, linfocitos, etc (Popovich et al,

1997by).

En esta respuesta se han caracterizado dos ondas de infiltraciéon celular: La primera
dominada por células polimorfonucleares (PMN) que predomina durante las primeras horas,
los neutréfilos aparecen en la pared de venas y vénulas adyacentes a la lesion en las primeras 3
o 4 horas, siendo observados en el tejido de las 8 a 24 horas posteriores a la lesion. La
respuesta inflamatoria se ve reflejada por el aumento de leucocitos en el liquido
cefalorraquideo, la infiltracion de PMN en el sitio de lesion, el incremento en los niveles de
leucotrienos (principalmente LTB,), asi como en la actividad de la mieloperoxidasa. Ademas se
presenta un aumento significativo de la expresion de la molécula de adhesion intercelular 1
(ICAM-1), la cual favorece la infiltracion tisular de los neutréfilos entre las 3 y las 12 horas

posteriores a la lesion.

La segunda infiltraciéon se caracteriza por la presencia de macréfagos, mismos que se
observan en los primeros dos dias y alcanzan un pico de los 5 a 7 dias poslesion. Después de
dos dias poslesion existe proliferacion y reclutamiento de macréfagos y microglia; ademas de
una infiltracién linfocitaria de los 3 a los 7 dias poslesion. Todas estas alteraciones y
fenémenos que ocurren en el ambito molecular tienen relaciéon con la degeneracion gradual del

tejido destruyendo el sustrato anatémico necesario para la recuperacion neuroldgica (Ikeda and

Long, 1990).

LLa microglia activada y los macréfagos sanguineos extravasados constituyen la mayorfa
de células inflamatorias presentes en el sitio de lesién. Estos son morfolégicamente distintos y
responden diferente a sefiales moduladoras (Popovich et al., 1999). La presencia de estos dos tipos
celulares forman parte de una respuesta temprana del sistema inmune innato a lesiones del
SNC originadas por diversos mecanismos, incluyendo entre estos la isquemia y traumatismos

mecanicos (Mueller et al., 2003). Los macréfagos y las células de la microglia participan de manera



importante en los procesos desarrollados después de la lesion liberando citocinas y

neurotoxinas (Bethea et al., 1998).

Ya que en el cerebro y la ME existe una considerable heterogeneidad de macréfagos; la
contribucién relativa de una poblacion particular, en la reaccién inflamatoria local puede dictar
si una cascada de eventos inicia como un proceso regenerativo o destructor, todo depende del
fenotipo en el cual se activen los macrofagos, esto se ha enfatizado sobretodo en el caso de la
microglia. Por lo tanto no es sorprendente que varias neuronas y axones mielinizados se

preserven en el sitio de una lesién (Popovich and Jones, 2003).

Otro elemento que participa en el proceso de infiltracién leucocitaria son las
quimiocinas, una subfamilia de citocinas que juegan un papel principal en el reclutamiento de
leucocitos especificos a los sitios de inflamacién. La IL- 8 es una quimiocina humana de la
subfamilia CXC ELR+. La contraparte de esta quimiocina en el roedor no ha sido identificada
sin embargo la proteina 2 inflamatoria secretada por macréfagos (MIP-2) y KC que son
quimiocinas ELR+-CXC que actian como sus homologos funcionales. El efecto sinérgico de
estas dos ultimas involucra la produccion de otras citocinas producidas localmente en el CNS
por astrocitos, microglia, células endoteliales que pueden inducir una cascada de citocinas

proinflamatorias (Zwijnenburg et al., 2003).

A pesar de que se le han conferido efectos benéficos a la respuesta inflamatoria,
después de una LTME (Lotan and Schwartz, 1994), dicha respuesta puede ser la responsable de la
necrosis del tejido lesionado y circundante (Rothwell and Relton, 1993;Lotan and Schwartz, 1994;Zhang
etal, 1997), ya que juega un papel muy importante en la generaciéon de RL, mismos que dafian al
tejido neural. Por lo anterior la funcién exacta de las células inflamatorias en el sitio de lesion

ha sido y continta siendo un tema a discusion y que a la fecha no se ha aclarado del todo.

2.1.3.3.2.2. Respuesta inflamatoria y tejido neural. L.a produccion y liberacion de
citocinas proinflamatorias y quimiocinas es uno de los primeros eventos inflamatorios que se

desencadenan después de una LTME.



Citocinas como IL1, IL6 y TNFa (del inglés, tumor necrosis factor) son conocidas
como mediadores de respuestas inflamatorias periféricas, y son sintetizadas y liberadas por
varias células en el SNC. TNFx se encarga inmediatamente de reclutar neutréfilos al sitio de
lesion al inducir la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 (del inglés, endotelial
cell intercellular adhesion molecule-1) y VCAM-1 (del inglés, vascular cell adhesién molecule
1). También estimula la liberaciéon de ILS8, que es un importante factor quimiotactico para
neutréfilos. De esta manera TNFa afecta la permeabilidad de las células endoteliales y como
consecuencia dafia la barrera hematoencefalica. Esta citocina posee también actividad
citotoxica en contra de los oligodendrocitos pudiendo contribuir con ello a la desmielinizacion.
TNFa estimula también la proliferaciéon e hipertrofia de astrocitos promoviendo con esto la

formacion de la cicatriz glial misma que funciona como barrera a una posible regeneracion

(Camand et al., 2004; McPhail LT et al., 2005;Wang et al., 2002).

En diversos estudios se ha reportado que el reclutamiento de leucocitos en la ME
lesionada es una respuesta fisiolégica asociada con la produccién de citocinas y proteincinasas
que estan involucradas en la reparacion del tejido lesionado. Los neutréfilos, por ejemplo, son
las primeras células reclutadas con el objetivo de limpiar el sitio de posibles patdégenos y restos
celulares a través del proceso de fagocitosis (primeras fases de reparacion) sin embargo al
estar activados también dan inicio a la liberacién de una cantidad importante de neurotoxinas
tales como: especies reactivas de oxigeno (ROS del inglés, reactive oxygen species) y radicales
de nitréogeno (RN), asi como también quimiocinas y una variedad de enzimas que de alguna
forma promueven la destruccidn tisular (Bethea et al., 1998;Popovich and Jones, 2003;Taoka et al., 1997).
Una prueba de ello es el reporte de Taoka (1997) quien demuestra que después de una lesion
en la ME, el pico maximo de migraciéon de neutréfilos correlaciona perfectamente con la

magnitud del dafio y las alteraciones motoras observadas después de una lesion.

En lo referente a los macréfagos, su activacion se acompafia de la liberacion de factores
microbicidas como la mieloperoxidasa y elastasa mismas que contribuyen indudablemente a la
lesion tisular (Giulian et al., 1993), de hecho algunos estudios han demostrado que el bloqueo
farmacoldgico de los productos de estas células promueve una mejor preservacion anatéomica
y funcional después de una LTME (Blight, 1994;Popovich and Jones, 2003). A pesar de lo antes

mencionado, la participaciéon que tienen individualmente los macréfagos en la respuesta



iniciada después de LTME no es muy clara. La prueba de ello es que la sefializacion a través
de los mismos receptores CR3 y Toll-like también inicia las fases tempranas de reparacion
tisular (Li et al,, 2002). La infiltracién de monocitos y macréfagos después de una LTME tiene
como objetivo remover los restos celulares y estimular la infiltracion de nuevos vasos
sanguineos y células parenquimales. La infiltraciéon de estas células, ayuda a la interaccién con
los linfocitos T, ya que actian como células presentadoras de antigenos (CPA) regulando asi la

activacion y proliferacion de estos (Popovich and Jones, 2003).

La microglia por otro lado, son células pluripotenciales capaces de desarrollar
diferentes fenotipos. La severidad de la lesion determina la intensidad de la respuesta
inflamatoria y por lo tanto la cantidad de células reclutadas en el sitio de lesion y la magnitud
de la respuesta inmunolégica debido a la interaccion de la microglia con las células T, llevando
a estas a una especificidad antigénica que va a regular la respuesta inmunologica y las fases
subsecuentes (Shaked et al, 2004). La microglia libera factores neurotdxicos incluyendo éxido

nitrico (NO, del inglés nitric oxide) y citocinas proinflamatorias como son TNFu e IL-13 (Woo

et al., 2004).

En condiciones normales la microglia se encuentra en estado de reposo (Resting) su
forma es ramificada con largas y finas ramas y no es fagocitica. Cuando esta célula es activada
muestra hipertrofia y retracciéon de sus procesos dando como resultado una configuracion
robusta. Finalmente y después de diversos estimulos, la microglia se puede diferenciar hacia
una célula reactiva o fagocitica, misma que se caracteriza por mostrar extensiones cortas y a
diferencia de la microglia ramificada, estas células ademas de ser fagociticas son capaces de
funcionar como células presentadoras de antigenos y de secretar citocinas, factores de
crecimiento y RL de oxigeno. Generalmente la expresion de MHC II (del inglés, major
histocompatibility complex) o CD4 indica que se trata de una poblacion de microglia activada
fagociticamente. Después de una LME en el epicentro de la lesiéon se puede observar microglia
activada en la materia blanca y gris a partir del tercer dia y hasta la cuarta semana

principalmente en la parte ventral y caudal al epicentro de la lesion (Popovich et al., 1997a).

Numerosos factores asociados con el proceso de lesién pueden afectar el fenotipo de la

microglia en la materia gris. Por ejemplo, en el epicentro de la lesion el dafio a la



microvasculatura dispuesta entre la materia gris y la materia blanca puede facilitar la entrada
de citocinas al parénquima espinal, pudiendo activar subsecuentemente a las células de la
microglia. También el dafio a la materia gris y la subsecuente degeneraciéon neuronal pueden
resultar en una acumulacién pasajera de neurotransmisores, neuropéptidos y flujos iénicos que
pueden llevar a una rapida activaciéon de la microglia y macréfagos por via especifica de

receptores o canales i6nicos (Popovich et al., 1997a).

Con la salida excesiva de glutamato después de una LTME, la microglia adquiere un
fenotipo (microglia reactiva) que expresa muy bajas cantidades de moléculas MHC II y es
incapaz de mantener una buena interacciéon con los linfocitos T (Shaked et al, 2004). Este
fenotipo se caracteriza por la liberaciéon excesiva de NO y TNFa llevando a la toxicidad. En
estas condiciones los astrocitos y las neuronas postsinapticas muestran signos de dafio,
manifestados por la expresion de ROS, estas células en ausencia de alguna intervencion pueden

llegar a la apoptosis (Hao et al.,2002).

Por otra parte la microglia activada, al igual que los macréfagos, remueve los despojos
celulares después de la lesion y es capaz también de promover la neovascularizacion en el area
de lesion facilitando asi la liberacion de factores tréficos y nutrientes para la sobrevida y la
proliferaciéon de las células migrantes en el area dafiada (Shaked et al., 2004). Ademas, la microglia,
es capaz de expresar transportadores para glutamato (Nakajima et al., 2001;van Landeghem et al., 2001)
lo cual aparentemente contribuye a amortiguar las concentraciones de glutamato y con ello a

proteger a las células de la toxicidad originada por éste.

Los linfocitos son las células que modulan la intensidad de la respuesta inflamatoria. Su
participacion después de una LTME ha sido también relacionada con el dafio al tejido neural
(Popovich et al,, 1996). Sin embargo, en diversos estudios se ha reportado que la presencia de
linfocitos T en el sitio de lesioén favorece la recuperacion funcional (Hauben et al., 2000b;Hauben et
al,, 20002;Moalem et al,, 19992). Los linfocitos T son capaces de sintetizar factor neurotréfico de
crecimiento (NGF del inglés, Neurotrofic growth factor), factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF, del inglés Brain Derived Neurotrofic Factor) y diversas neurotrofinas (NT3,
NT4 y NT5) (Santambrogio et al., 1994;Moalem et al., 1999b). Ademas un gran numero de células

inflamatorias (linfocitos B, macréfagos, microglia, mastocitos, eosinéfilos y basofilos) pueden



ser estimuladas también por los linfocitos T para liberar NGF (Torcia et al,, 1996). Estos factores
neurotroficos pueden desempefiar una funcién neuroprotectora (por ejemplo el BDNF, que
bloquea la expresion de iNOS y promueve hasta un 40% la sobreviva de las motoneuronas)

(Barouch and Schwartz, 2002) o bien regeneradora (Novikov et al., 1997).

Después de una LTME se desencadena una respuesta autoinmune contra
constituyentes neurales (Popovich et al., 1996;Ibarra et al., 2003;Hauben et al., 2000b). Esta respuesta
puede ser capaz de incrementar el dafio al tejido nervioso, o bien promover proteccion
(Schwartz, 2001;Ibarra et al., 2004;Kipnis et al., 20022;Kipnis et al., 2002b;Schwartz et al., 1999) e incluso
restauraciéon (Lazarov-Spiegler et al., 1996;Lotan and Schwartz, 1994;Schwartz et al., 1999;Rapalino et al.,
1998;Bomstein et al., 2003) del tejido lesionado. Los linfocitos T contra antigenos neurales, pueden
directa o indirectamente promover proteccion axonal disminuyendo los efectos de la
degeneracion secundaria a través de multiples mecanismos (Moalem et al., 1999a;Moalem et al., 2004).
Estas células pueden actuar en forma positiva sobre el tejido nervioso ya sea mediante la
liberacién de citocinas y factores neurotréficos o bien mediante la liberacion de quimiocinas
para promover la migraciéon de otros elementos del sistema inmune como los neutréfilos y los

macréfagos que participan en los procesos de proteccion y regeneracion axonal.

Como podemos observar las células inflamatorias son capaces de promover dafio,
proteccion o incluso restauracion del tejido neural después de una lesion. Cuando la respuesta
se da en forma desmedida y sin control alguno ésta puede ser capaz de promover una mayor
destruccion del tejido sano de la misma forma en que lo harfa una respuesta de
hipersensibilidad celular. El desafié entonces es definir las formas para manipular las vias de
seflalizacion de estas células para maximizar su potencial de reparacién y simultineamente

minimizar su capacidad destructora inherente.

2.1.3.3.3.3. Lipoperoxidaciéon (LP). Cuando ocurre una LTME, los RL también
atacan a otras biomoléculas como proteinas, DNA (del inglés, desoxyribunocleic acid) y RNA
(del inglés, ribunocleic acid) provocando mutaciones o dafios irreversibles que llevan a la
muerte celular (de Zwart et al., 1999). La respuesta inflamatoria, es parcialmente responsable de la

producciéon de RL después de una LTME, dichas moléculas reactivas dafian las células



nerviosas y endoteliales, originando el fenémeno conocido como lipoperoxidacion (interaccion

de los RL con los acidos grasos).

El organismo genera RL en bajas concentraciones como consecuencia del metabolismo
realizado en muchos procesos fisiologicos, sin embargo cuando su producciéon no es
controlada, como sucede en muchas condiciones patoldgicas, los RL se convierten en

moléculas demasiado reactivas que llegan a ser destructivas para células y tejidos.

Los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de membrana y el colesterol son
las estructuras celulares mas susceptibles de ser atacados por los RL. Los acidos grasos son los
constituyentes mas comunes de los lipidos y las sustancias que confieren a estos dltimos su

caracteristica polar. (Garnier-Suillerot A. et al., 1984).

La definicién de los RL como tales es que son moléculas altamente reactivas que tienen
uno o mas electrones desapareados ya sea por pérdida o ganancia de ellos. Los RL conocidos
incluyen el delta y sigma del oxigeno (O,), el anién superoxido (O.,) y el radical hidroxilo (OH)
y su principal precursor el peréxido de hidrégeno (H, O,). Otros RL son el azufre (S),
nitréogeno (N), cloro (CI), carbono (C), estos radicales son susceptibles de asociarse con el
oxigeno y formar otros radicales como el oxido nitrico (NO). Los metales como el Fe, Mn, Co,
Ni y Cu que pueden tener electrones sin aparear también pueden considerarse RL (Gutteridge,

1995).

2.1.3.3.4. Reacciones de la neuroglia ante una lesion. La reaccion de la neuroglia
ante una lesion, ya sea causada por un traumatismo fisico o por una obstruccion vascular, se
caracteriza por la migracion de las células microgliales al sitio de lesion, en donde proliferan y
son activamente fagociticas, su citoplasma se llena de lipidos y restos celulares. Acompanadas
en su actividad de limpieza por monocitos que migran de los vasos sanguineos fagocitando los

residuos de células muertas y otros desechos.

Otro fenémeno se caracteriza por una proliferacién de astrocitos, también llamada
gliosis y la hiperplasia e hipertrofia de estos, los cuales se tornan fibrosos. La pérdida de tejido

neuronal no se compensa en volumen por la hipertrofia glial. LLa densa malla de prolongaciones



astrociticas que se forma en las areas de degeneraciéon neuronal produce la llamada cicatriz

glitica.

Al responder a una lesion, los oligodendrocitos se expanden y muestran vacuolizacién
de su citoplasma, los nucleos tienden a tornarse picnéticos (caracteristica de apostosis). Una

grave lesion de los oligodendrocitos da lugar a desmielinizacién (Hiernan M.B., 1998; Snell SR,

1994).

Las células de la microglia, estan distribuidas en el CNS, sirviendo como un sensor
patolégico y comienza a activarse en respuesta a un estimulo dafiino (Kreutzberg, 1996). La
microglia activada migra hacia los sitios de lesiéon invadido por patdgenos y se transforma
desde el fenotipo resting (células ramificadas) a células ameboides (fagociticas) (Kim and de,
2005). En adicion existe una sobre- regulaciéon de receptores de superficie, como son el CR3
(del inglés, complement receptor type 3) y MHC II, esta microglia activada puede liberar una

serie de citocinas, quimiocinas y enzimas incluyendo IL1- B, IL-6, TNFa, TGF-B1

(transformation growth factor-Bf1) , M-CSF (del inglés, macrophage-colony stimulating
factors) (Hao et al.,2002); iNOS (Brown and Bal-Price, 2003), NGF (del inglés, neural growth factor),
NT-3 (del inglés, neurotrophin-3) y BNDF (del inglés, brain neuronal derived factor) (Nakajima
et al 2001). Por todos estas funciones es aceptado el concepto que la microglia juega un papel
importante en lo que se refiere a la patogénesis en el CNS. Mas aun el NO liberado por ésta ha

sido relacionada con el dafio al tejido nervioso después de una LME.

2.1.3.3.5. Produccion de 6xido nitrico (NO). La comprension de los mecanismos

moleculares de este potente compuesto, su distribucion y sus relaciones con otros agentes
importantes del organismo han proporcionado pistas que pueden ser decisivas en la
investigaciéon sobre la memoria y en la bisqueda de tratamientos de algunas enfermedades

degenerativas del sistema nervioso (Snyder H.S . and Bredt S.D, 1992).

La vida media del oxido nitrico es entre seis y diez segundos y como consecuencia de
su reacciéon con el oxigeno y el agua se convierte en nitritos y nitratos Esta molécula es

producida por diferentes tipos celulares después de una LTME y puede dafiar el parénquima



médular (Hamada et al, 1996). Las neuronas liberan NO cuando el glutamato se une al receptor de
NMDA. Esta unién provoca la entrada de iones Ca*" a la neurona; los iones se unen a la
calmodulina y se activa la sintasa constitutiva de NO (cNOS, del inglés, constitutive nitric
oxide synthase), este proceso se lleva a cabo en cuestién de milisegundos. Actualmente se sabe
que el NO no se almacena en las vesiculas, ya que por medio de microscopia electronica se ha
localizado a la sintasa del NO (NOS, del inglés, nitric oxide synthase) en el citoplasma de las
neuronas del plexo mioentérico, lo cual implicaria que éste se sintetiza en el momento que se
necesita. Su liberacion depende de una simple difusién desde la terminacién nerviosa, ya que
en vez de actuar sobre una proteina receptora de membrana, el NO se difunde hasta una
neurona adyacente. El receptor es el hierro del centro activo de la enzima que sintetiza GMP
ciclico (¢cGMP). Para enlazarse con el hierro se requieren de dos subunidades o y 8 (Friebe A,
2003), inicia por un cambio tridimensional en la disposicion espacial de la enzima que se toma
mas activa y aumenta la producciéon de GMP ciclico. Por este modo de accién tan peculiar el
NO representa un tipo de mensajero neuronal totalmente nuevo, implicandolo asi en el
aprendizaje y la memoria ya que en éstos existen aumentos o descensos prolongados de la

transmision a través de las sinapsis después de la estimulacion repetitiva de neuronas.

Al comparar la NOS con otras enzimas se han encontrado semejanzas solo con P-450
reductasa, siendo la funcién de transferencia de electrones de esta enzima mediada por tres
cofactores que participan en esta canalizacion electronica. Se comprende que la secuencia de
aminoacidos en la enzima tenga lugares de reconocimiento para cada uno de estos tres
cofactores: NADPH, flavina adenina dinucleétido y flavina mononucleétido. Cabe mencionar
que ademas de estos sitios de union la NOS posee otros sitios de los cuales carece la P450
reductasa como son: para la calmodulina y otro para la fosforilaciéon (protein quinasas), siendo
esta uno de los principales mecanismos de sefializaciéon del interior de las células. Las sintasas
constitutivas producen NO en cantidades picomolares por tiempo corto. La iNOS
normalmente no se encuentra expresada para hacerlo necesita un estimulo
inmunolégico/inflamatorio, es decit, la presencia de LPS o de citocinas inflamatorias como
TNFa, IL6, IL-1 e IFN vy, produce NO en cantidades nanomolares, por periodos prolongados
(Lopez Jaramillo P., 2001).



Una vez sintetizado el NO se difunde facilmente a los tejidos vecinos donde se une a la
guanilato ciclasa soluble para activarla y catalizar entonces la transformaciéon de guanosin
trifosfato (GTP) en guanosin monofosfato ciclico (GMPc). EI NO puede unirse también a las
proteinas de la cadena respiratorio mitocondrial de forma reversible o irreversible,

dependiendo de su concentraciéon y puede ocasionar la muerte celular (Lopez Jaramillo P., 2001).

En algunos estudios se ha observado que el NO reacciona con el anién siperoxido
para formar peroxinitrito (02" + NO =ONOO). A pH fisiologico el peroxinitrito reacciona
con las proteinas, los fosfolipidos, etc., o bien se descompone en productos citotéxicos como
ion (NO2+), biéxido de nitrégeno (NO2) y radical OH, asi que parte de la toxicidad del NO
desacopla la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, produciendo RL (Siegel G.J
et al, 1998). Ademas el NO tiene un efecto directo sobre aquellas enzimas en cuyos centros
cataliticos existe hierro/sulfuro, como la ribonucleétido-reductasa, en la sintesis del ADN, vy
en la succionato-ubiquinona en la cadena transportadora de electrones (Schweizer and Richter,
1994). Por otro lado, el NO juega un papel importante sobre la respuesta inflamatoria, por
estimulacion de la ciclooxigenasa, aumentando la producciéon de prostaglandinas 'y

tromboxanos (Vladutiu, 1995).

2.1.3.3.5.1 Participacion del 6xido nitrico y de sus sintasas en la modulacién del
sistema inmune. El NO puede virtualmente jugar un papel regulador en cualquier etapa del
desarrollo de la respuesta inflamatoria. Su efecto parece depender en gran parte a la
concentracién del mismo, el microambiente celular y el estado de activacion de las células
sobre las cuales ejerza su accion. Las concentraciones bajas de NO, que son producidas por las
sintasas del 6xido nitrico constitutivas endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS), inhiben la
expresion de moléculas de adhesion, la sintesis de citocinas y quimiocinas asi como la adhesion
y migracion de los leucocitos. Las concentraciones altas, que son producidas primordialmente

por la iNOS son toxicas y especialmente pro-inflamatorias (Guzik et al., 2003).

El NO es generado enzimaticamente por dichas sintasas, las cuales oxidan L- arginina a
L-citrulina. Cada isoforma se expresa en diferentes células del organismo, la nNOS

primordialmente en neuronas, la iNOS, en varios tipos de células después de estimulacion



inflamatoria (macréfagos) y la constitutiva eNOS primordialmente en el endotelio vascular.

(West et al., 2001;Ignarro, 2002) (Cuadro 3)

Cuadro 3. Sintasas del 6xido nitrico

Sintasas eNOS nNOS iNOS

Clonadas Células endoteliales Células Neuronales Macréfagos

originalmente de

Expresion Miocitos, plaquetas, Musculo esquelético, Miocitos, células gliales, endotelio y
neuronas neutrofilos, neuronas neuronas
Gen que codificay su NOS 3 NOS 1 NOS 2
posicion 7q 35-36 12q24.2-31 17q 11.2-12
Mecanismo regulador Cat2 dependiente Ca*2 dependiente CatZindependiente; regulacién
principal (Ca-calmodulina) transcripcional principalmente po

NFkB (del inglés, nuclear factor

kappa {3)
Localizaciéon Aparato de Golgi Citosol Fagosomas
subcelular Reticulo endoplasmico
Sarcolema
(Guzik et al., 2003)

En el SNC se expresan las tres isoformas de la NOS. En los astrocitos por ejemplo se
han reportado las 3 isoformas (Caggiano and Kraig, 1998), mientras que en la microglia y los

oligodendrocitos soélo se ha reportado la expresion de iNOS (De Groot et al., 1997).

Las tres isoformas tienen estructuras moleculares similares, son flavoproteinas y acttian
como dioxigenasas usando el oxigeno molecular y NADPH para transformar L- arginina a L-
citrulina y NO (Vladutiu, 1995;Guzik et al., 2003). Una molécula importante en su constitucion es la
tetrahidrobiopterina (BH4) que es un factor clave para todas, ya que en la ausencia de ésta
NOS produce superoxido, en lugar de NO (Guzik et al,, 2003). La nNOS y eNOS son activadas
por la unién de la proteina reguladora de calcio, calmodulina y tienen una cinética del NO muy
similar (West et al, 2001). La iNOS es regulada principalmente a nivel transcripcional y no es

dependiente de los niveles intracelulares de Ca®".

El NO formado por la eNOS es responsable del mantenimiento del tono vascular y

prevenir la adhesion de leucocitos y plaquetas a la pared vascular. El1 NO formado por la



nNOS actia como un modulador o neuromediador en algunas neuronas centrales y en
terminaciones nerviosas periféricas no-adrenérgicas o no-acetilcolinérgicas. A diferencia de las
sintasas constitutivas iNOS produce NO en mayores cantidades y por un tiempo mucho mas
prolongado (Guzik et al, 2003) es por ello que el NO producido por iNOS, por sus altas
concentraciones, ha sido relacionado con procesos inflamatorios. En microglia, macréfagos,
monocitos y otras células, la inducciéon de iNOS vy la presencia de L- arginina son suficientes
para iniciar la generaciéon de NO. La induccién de iNOS puede ser iniciada por citocinas
inflamatorias como IFN- vy, TNFo o IL-1 (Heba et al,, 2001), sin embargo cabe mencionar que su

mejor inductor son los lipopolisacaridos (LPS).

iNOS fue descubierta por Michael A. Marletta, el cual al estimular cultivos de
macréfagos con IFN- y, empezaron a producir nitratos. Los macréfagos no producian nitratos
si no habfa arginina, de esta manera establecié que este aminoacido era un sustrato esencial
para la conversién a 6xido nitrico, el cual rapidamente se transforma en nitritos y nitratos.
Con la ayuda de Hibbs se observé que la arginina se convertia, no solo en nitratos, sino
también en el aminoacido citrulina. Con los experimentos de Hibbs ademas se demostré que el
NO destruye las células tumorales al inhibir la sintesis de ADN y la actividad del ciclo de

Krebs, dejando a la célula sin posibilidades de aprovechar la energia metabolica (Snyder H.S . and

Bredt S.D, 1992).

La iNOS tiene un peso molecular de 130 kDa y es codificada en el cromosoma 17
(humano). El factor NFxB activado es el responsable de la transcripcién del mRNA de la
iNOS. Los glucocorticoides y algunas citocinas, como TGF-8, IL4 o IL10, inhiben la
induccién de iNOS (Guzik et al., 2003). De la misma manera grandes cantidades de NO formadas

localmente pueden inhibir a la misma iINOS e incluso a la COX2.

El NO y ONOO en grandes concentraciones, pueden actuar directamente sobre
diferentes moléculas que intervienen en los procesos de sefializaciéon de las citocinas tales
como JAK, STAT, NFkB/IkB, MAPK, algunas proteinas G y otros factores de transcripcion.
Esto lo pueden hacer a través de la nitracién de cisteinas en estas proteinas lo cual puede

originar su activacion o inactivacion (Guzik et al., 2003).



El NO derivado de la iNOS se ha relacionado también con la regulacion de la
liberaciéon de hormonas que controlan el proceso inflamatorio. Por ejemplo el NO juega un
papel importante en la liberaciéon de ACTH e inhibe la liberacién de corticosterona (Givalois et
al, 2002). También se sabe que es capaz de incrementar la proliferacion celular, mediar la accion
citotoxica de las células asesinas naturales (NK, del inglés, natural killer) o activar los
neutrofilos. Estudios realizados en animales knockout para iNOS  revelaron un papel
importante de esta molécula en la inhibicién de la produccion de citocinas Th1l (INFy) por los

linfocitos T' cooperadores (Taylor-Robinson et al., 1994) .

El NO ha sido relacionado con procesos autoinmunes (Vladutiu, 1995), especialmente
aquel producido por la iNOS. Se ha sugerido que no participa en la fase de induccién pero si
en la fase efectora de las enfermedades autoinmunes, ya que producido en exceso tiene un
papel patolégico, en asociacion con otros radicales, en la cadena de eventos que llevan a la
muerte celular (Vladutiu, 1995). Varios estudios han reportado una importante correlacién entre
la presentaciéon de EAE y el incremento en la expresion y en la actividad de iNOS (Ahn et al,
2001;Kim et al, 2000;0kuda et al, 1997;Cross et al, 1996), mas aun la mejoria clinica de esta
enfermedad también correlaciona con una disminuciéon en la expresion de esta molécula
(Moon et al., 2004). La inhibicién farmacologica de la actividad de iNOS aminora la severidad de
la enfermedad (Pozza et al,, 2000) sin embargo, la deplecion total de la misma la exacerba (Fenyk-
Melody et al., 1998;Kahl et al., 2004;Sahrbacher et al., 1998). Todo parece indicar que iINOS desempefia
una funcién importante en el control de la respuesta autoinmune, esta funcién al parecer la

realiza limitando de alguna forma la expansion de las células T autorreactivas (Shi et al.,, 2001).

La iNOS también ha sido involucrada de forma importante en los eventos
desarrollados después de una LME. La actividad de esta molécula se ha detectado 4 horas
después de la lesion y su pico maximo se ha reportado de 24 (Liu et al,, 2002;Liu et al,, 2001) a 72
horas (Diaz-Ruiz A et al., 2002;Nakahara et al., 2002) o incluso 7 dfas (Xu et al,, 2001) poslesion. La
expresion y la actividad de esta enzima después de una LME es el resultado de la activacion de
la respuesta inflamatoria y del subsecuente reclutamiento de neutréfilos, macréfagos y células
de la microglia al sitio de lesion, reflejandose esto en el tiempo de actividad maxima de la iNOS
(Diaz-Ruiz A et al., 2002;Nakahara et al., 2002). Las altas concentraciones de NO generado por iNOS

favorecen la formaciéon de peroxinitrito (ONOO), un compuesto altamente neurotoxico. De



hecho, después de una LME las concentraciones del ONOO son de 3 a 5 veces mayores a la
normal llegando a tener su pico maximo a las 12 horas poslesion (Xu et al., 2000). Por otra parte
el mismo NO en grandes cantidades puede actuar como un RL y asi inducir dafo celular al
promover el desequilibrio de la permeabilidad celular o bien de la microvasculatura. Un
incremento en la permeabilidad vascular puede llevar a un edema vasogénico y con ello a
cambios celulares (Sharma et al,, 1996). E1 NO influye también en forma directa en la liberacion
de neurotransmisores, al estar incrementadas sus concentraciones puede estimular la liberacion
en exceso de glutamato, mismo que en estas circunstancias actia primeramente hacia
receptores NMDA promoviendo excitotoxicidad por el incremento intracelular de las

concentraciones de Ca2+ (Dawson and Snyder, 1994).

2.1.3.3.6. Autoinmunidad

2.1.3.3.6.1 Autoinmunidad y LTME. El fenémeno de autoinmunidad es
caracteristico de una respuesta inmune especifica, siendo los linfocitos las tnicas células
capaces de reconocer especificamente a los agentes patégenos u antigenos, y por tanto, son los

encargados de iniciar la respuesta inmunitaria adaptativa.

2.1.3.3.6.4. Respuesta autorreactiva. Algunas células T autorreactivas escapan de los
procesos timicos de seleccion y aparecen en la circulacion periférica, de forma que se pueden
obtener con facilidad linfocitos T autorreactivos frente a péptidos derivados de antigenos
tisulares especificos, como la proteina basica de la mielina, en la sangre periférica de personas

sanas. Los linfocitos T pueden escapar de la destruccion timica debido a que:

< No todos los antigenos propios se expresan en el timo
<> No todos los epitopos propios se unen con la suficiente afinidad como para
producir los complejos péptido- MHC estables necesarios para la eliminacion de las células T
X No todos los TCR se unen a sus respectivos ligandos con la suficiente afinidad
como para que se eliminen las células T.

Las células T so6lo reconocen un antigeno cuando es presentado en forma de péptido

asociado a MHC I o II. El repertorio de células T periféricas depende tanto del rango de

autoantigenos como de su capacidad para unirse a los diversos antigenos MHC. La capacidad



de los péptidos para unirse al MHC depende de las secuencias de aminoacidos de los puntos de
unién de las moléculas MHC. Sabemos que la mayoria de aminoacidos polimoérficos de las
moléculas MHC se encuentran situados en el surco de unién con el péptido. Por lo tanto, el
gran polimorfismo de secuencia que presentan las moléculas MHC ejerce una poderosa

influencia sobre la unién a los péptidos y en consecuencia, sobre la activacion de las células T

(Parslow G.T et al., 2001).

La autorreactividad se impide mediante procesos que ocurren durante el desarrollo
celular, y no esta programada genéticamente, es decir, la aptitud para distinguir entre lo propio
y lo no propio se adquiere durante el desarrollo; desde un punto de vista inmunoldgico, lo
propio incluye todos los epitopos (determinantes antigénicos) codificados por el ADN de cada
individuo, mientras que cualquier otro epitopo es considerado ajeno. Sin embargo, no es solo
la estructura de una molécula per se lo que determina si sera considerada propia o ajena. Existen

otras caracteristicas no estructurales de un epitopo como son:

» El momento en que los linfocitos son expuestos al epitopo por primera vez
o El lugar en el que se produce la exposicion

<> La naturaleza de las células que presentan los epitopos

<> El nimero de linfocitos que responden a los epitopos

Asi como también existen tres sistemas para impedir que los linfocitos autorreactivos
respondan a los autoantigenos:
<> Eliminacién clonal: eliminacion fisica de las células del repertorio en alguna fase
de su proceso de maduracion

o Anergia clonal: regulacion negativa de los mecanismos intrinsecos de la
respuesta iInmunitaria

o Supresion: inhibicion de la actividad celular mediante la interacciéon con otras
células, como las que producen citocinas inhibidoras o los linfocitos anti-idiotipicos, que

reconocen al propio receptor de antigeno (Roitt I et al., 1996;Parslow G.T et al., 2001).

Estos sistemas dependen de numerosos factores que determinan cual de estos

mecanismos se aplica a cada linfocito autorreactivo concreto. Entre ellos se encuentran: 1) el



grado de madurez de la célula que se pretende silenciar, 2) la afinidad del receptor por el
autoantigeno, 3) la naturaleza del antigeno, 4) su concentracion, 5) su distribucion tisular, 6) su
patrén de expresion y 7) la disponibilidad de sefiales coestimulantes. En ausencia de sefales
coestimulantes es mas frecuente que los antigenos pasen desapercibidos para la respuesta

inmunitaria.

Algunas veces las células T potencialmente autorreactivas ignoran a su autoantigeno,
este fenémeno de ignorancia de los autoantigenos se considera una forma pasiva de tolerancia
inmunoldgica y se produce en las siguientes situaciones:

X Cuando las células T autorreactivas no son capaces de penetrar a través de una
barrera endotelial tras la que se encuentran confinada las células portadoras del autoantigeno.
X Cuando a pesar de haber atravesado dicha barrera, las células no pueden ser

activadas debido a que:

4 La cantidad de autoantigeno es demasiado pequefia como para ser detectada

4 El autoantigeno se encuentra situado en células tisulares que no expresan
moléculas de MHC o expresan muy poca cantidad de las mismas

v No hay suficientes células T como para organizar una respuesta inmunitaria
eficaz

v El antigeno se presenta en ausencia de coestimulacién, mediada por varias
moléculas de supetficie, dentro de las cuales la mas importante es la via B7-CD28/CTLA-4. La
expresion de B7 en las CPA es necesaria para la presentaciéon de muchos antigenos y la
subsecuente interaccion con CD28 localizada en la superficie celular de la célula T, asf como la
expresion de CTLA-4 dependiente del TCR, determinan la activaciéon de la célula T: al no

expresarse alguna de estas o expresarse a bajos niveles, el linfocito no se activa o se energiza

(Roitt et al., 1996).

2.1.3.3.6.3. Autorreactividad y SNC. A pesar de que existen mecanismos por medio
de los cuales estas células autorreactivas son eliminadas o inactivadas, estos son insuficientes y

por ello practicamente en todos los individuos sanos podemos encontrar células autorreactivas.



Esta autorreactividad o autoinmunidad se considera normal, no es patogénica y es
perfectamente compatible con la homeostasis. La autoinmunidad puede ser parte de una
respuesta inmune normal originada durante algunas enfermedades infecciosas e inflamatorias,
sin embargo cuando es excesiva y ocasiona un estado patologico el resultado es una
enfermedad autoinmune (Carroll and Holers, 2005;Grimaldi et al., 2005;Milner et al., 2005;Subudhi et al.,
2005). 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 afecciéon 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
(Revesz et al,, 1994). La EAE 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 sistema inmunologico (SI) con tejido o proteinas del SNC capaces de inducir
dicha enfermedad (proteinas encefalitogénicas) como la MBP en adyuvante completo de

Freund (Fuller et al., 2004;Pal and Tabira, 2002;Rao and Segal, 2004).

2.1.4. NEUROPROTECCION DE LA ME

Para mitigar en lo posible la aparicion de cambios fisiopatolégicos capaces de
incrementar secundariamente la lesion médular, la mayoria de las investigaciones de los altimos
afios, apuntan a la necesidad de comenzar el tratamiento, lo mas precozmente posible, siendo
el intervalo 6ptimo, alrededor de las 4 horas tras producirse la lesion; debido a que en este
tiempo, comienza el infarto de la sustancia gris, y el edema se extiende a la sustancia blanca.

Las estrategias desarrolladas se basan en evitar o contrarrestar los mecanismos secundarios



desarrollados después de una LTME, para poder preservar y regenerar el tejido neural, creando

el concepto de neuroproteccion (Hall and Springer, 2004;Lewitus et al., 2001;Lewitus et al., 2001).

La neuroproteccion es la prevencion o disminucion de la degeneracion del tejido neural
que acompana a una lesion en el SNC. Esta estrategia busca disminuir el dafio infligido al SNC
por un trauma, neutralizando los mediadores toxicos o incrementando la resistencia del tejido
a la toxicidad (Aguayo et al., 1990;Gelderd and Quatles, 1990;Stokes and Reier, 1992;Jakeman 1. and Reier PJ.,
1987), este proceso ha demostrado tener efecto después de una LTME al disminuir el grado de
destruccién en la zona lesionada y aumentar la sobrevida de los animales (Guizar-Sahagun G et al.,
1994). Muchos agentes farmacologicos estan siendo evaluados por su eficiencia en pacientes
con LTME, ya que en modelos animales han mostrado resultados prometedores (Rhoney et al,
1996). El uso de glucocorticoides como metilprednisolona iniciado dentro de las primeras 8
horas posteriores a la LTME y administrado a dosis altas durante 24 horas, mejora la

recuperacion motora de los pacientes (Bracken et al., 1990).

En lo que se refiere a la administracion de agentes anti-inflamatorios podemos
mencionar al compuesto antiangiogénico CM 101 el cual administrandolo una hora después de

la lesién en ratones se observo recuperacion en la locomocion (Wamil A W et al., 1998).

El papel de materiales de la matrix extracelular ha sido también explorado,
descubriendo una serie de moléculas usadas como estrategia neuroprotectora como las
integrinas y una variedad de proteoglicanos, incluyendo el condroitin sulfato (CSPG). Sin
embargo un descubrimiento reciente es la condroitinasa ABC, que elimina un
glucosaminoglicano del CSPG, promoviendo una mayor recuperaciéon funcional motora en

ratas con lesiéon médular (Bradbury E.J et al., 2002).

El tratamiento con inhibidores de la oxido nitrico sintasa como NG- nitro- L arginina
metilester (L-NAME) administrados durante la fase aguda de la lesiéon en ME en modelos
experimentales, promueven una recuperacion clinica significativamente mayor en ratones que
recibieron el tratamiento con respecto a los que no. Sin embargo la inhibicién no selectiva de

NO resultaria tener efectos negativos en lo que se refiere a la eNOS y nNOS (Hamada et al,

1996).



Otros compuestos disminuyen la excitoxicidad provocada por el glutamato. Entre ellos
podemos mencionar el bloqueador de canales i6nicos MK-801, asi como el antagonista de
; los cuales han demostrado neuroprotecciéon en modelos de contusion, en lo

AMPA, NBQX; 1 les han d trad prot delos d t ,enl

que se refiere al NBQX promueve principalmente sobrevida de oligodendrocitos (Rosenberg et

al., 1999).

El uso de farmacos anti-excitatorios como el sulfato de magnesio (MgSO ,) y el ribuzol,
funcionan también como neuroprotectores, el tratamiento con estos previene y atenda el

fenémeno necrotico que se observa de una LME en modelos experimentales (Lang-Lazdunski et

al., 2000).

La administraciéon de EPC-K1 una sustancia quimica que se une a la vitamina Ey C a
través de uniones fosfodiester ha demostrado disminuir la LP y atenuar el dafio en modelos

experimentales de LTME (Fujimoto et al., 2000).

El farmaco clembuterol también se ha propuesto como un agente que promueve
neuroproteccion, se ha descrito que tiene la capacidad de revertir la atrofia muscular después
de una LTME cuando se administra a una concentracién de 10mg/Kg. por dia. El clembuterol
es un agonista del receptor 32 adrenérgico, que al ser estimulado promueve que se expresen
diversos factores tréficos, ademas se ha observado que por medio de este mecanismo se
promueve regeneraciéon y neuroproteccion (Zeman et al, 1999). No obstante se sabe que la
presencia de factores troficos aumenta la gliosis durante un dafio médular, disminuyendo la

posibilidad de nuevos contactos sinapticos.

A la fecha ninguna de las estrategias antes mencionadas ha logrado proveer resultados
clinicos satisfactorios, es por ello que siguen desarrollandose diferentes trabajos de

investigacion para encontrar una mejor terapia neuroprotectora.

Actualmente, una estrategia innovadora es la que propone estimular el propio SI para

promover proteccion del tejido neural (Moalem et al, 19992). En ella, diversos trabajos han



demostrado que la estimulaciéon del SI mediante inmunizaciéon activa o pasiva con auto-
antigenos neurales como la MBP, reduce el dafio neuronal después de una lesion incompleta de
la ME (LIME) (Hauben et al, 2000a), lo cual sugiere la existencia de una respuesta autoinmune
que se encarga de proteger en este caso el tejido neural (Moalem et al., 1999a;Schwartz and Cohen,
2000). Los resultados de estos experimentos abren un campo nuevo en la investigaciéon de
LTME donde el control de la respuesta autoinmune puede ser benéfico bajo ciertas

condiciones.

2.1.4.1. Autorreactividad protectora.

La interaccion entre el sistema inmune y SNC es tnica, en parte porque este ultimo se
caracteriza por ser un sitio inmunoldgicamente privilegiado. Dicha interacciéon se hace
probablemente mas evidente después de una lesion en el SNC ya que se pone de manifiesto el
importante papel de la actividad inmunolégica en el mantenimiento y la reparacién del tejido
neural. Existe clara evidencia, por ejemplo, de la habilidad de la respuesta inflamatoria para
promover la reparacion del SNC después de una lesion (Lazarov-Spiegler et al.,, 1996;Rapalino et al,
1998). Adicionalmente, estudios recientes han demostrado el papel importante que desempefia

también la respuesta inmune especifica en la recuperacion del SNC lesionado (Moalem et al,

1999a).

Después de una lesion en el SNC las células T migran hacia el sitio dafiado y ahi se
acumulan en cantidades que son incluso mayores a las observadas en el SNC no lesionado
(Schwattz et al., 1999;Moalem et al, 1999b). Para saber si la mayor acumulaciéon de células T es
benéfica 6 dafina en el SNC lesionado, se han utilizado modelos experimentales de lesion
parcial en nervio optico de ratas. En este modelo, la lesion axonal fue seguida por una

transitoria acumulacion de células T endogenas en el sitio de lesion (Hirschberg et al., 1998).

Recientemente se ha demostrado que el SI juega también un papel muy importante en
los procesos de cicatrizaciéon, produccion de tejido conectivo, angiogénesis y regeneracion de
tejidos vulnerables. Por lo tanto la funcién primaria del SI no es solamente el defender el
organismo contra ataques externos sino también participar en el mantenimiento y reparaciéon

del mismo (Schwartz et al,, 1999). Algunas evidencias indican que algunas formas de intervencion



del sistema inmune pueden ayudar a proteger o restaurar la integridad del SNC. Se ha
demostrado que el sistema inmune innato, representado por macréfagos activados, puede
facilitar el proceso de regeneracién del SNC, asi como las células T' que son especificas contra
la. MBP pueden proteger a las neuronas del SNC de la degeneracién que se extiende del sitio
de lesiéon a areas adyacentes. (Schwartz et al, 1999;Hauben et al, 2000b) En algunos estudios han
demostrado que la transferencia pasiva de células T especificas para el auto-antigeno MBP

reduce el dafio neuronal y una mejor actividad motora después de una LTME en roedores

(Hauben et al., 2001b).

Estas investigaciones apuntan la posibilidad de 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 secrecién de citocinas,
factores neurotroficos y/ o por la produccion de quimiocinas las cuales puedan atraer a otros
elementos del sistema inmune como neutréfilos y macréfagos que se sabe pueden participar en
la regeneracién axonal. También es conocido que la inmunizacién activa con péptidos neurales
modificados puede favorecer la proteccion del tejido nervioso después de una lesion (Hauben et
al.,, 2000b;Yoles et al., 2001;Kipnis et al., 2001), y que puede ser observada como una segunda linea de
defensa del cuerpo cuando los mecanismos locales son insuficientes. La degeneracion
secundaria asociada con algunos desordenes en el SNC puede ser mediada en parte por
compuestos fisiolégicos como el glutamato, los cuales pueden amortiguar los mecanismos
especificos de regulacion local, que contribuye a la primera linea de defensa. Estudios recientes
sugieren que en situaciones donde los mecanismos locales hemostaticos no pueden hacer
frente adecuadamente al estrés oxidativo que se genera como consecuencia de una lesion, el
organismo necesita reclutar un mecanismo de mantenimiento adaptativo alterno que le permita
aminorar este evento destructivo. Tal mecanismo podria ser desencadenado por el propio

sistema inmune dirigido contra componentes propios (Schwartz et al., 1999).

La inmunizacién activa con derivados no encefalitogénicos de péptidos asociados a la
mielina como el péptido alterado denominado “A91” [derivado de la MBP (aminoacidos 87-
99) pero con un reemplazo en la posiciéon 91 de una lisina por una alanina] o el copolimero-1
[cop-1; polimero sintético compuesto por: L-alanina, L-lisina, L-acido glutamico y L-tirosina

(6:2:5:1) llamado también acetato de glatiramer (Copaxona)| (Kipnis et al., 2000;Schori et al.,



2001;Kipnis et al., 2003) puede similarmente reducir la degeneraciéon secundaria de neuronas y
promover una mejor recuperaciéon motora en animales con LTME (Moalem et al., 1999a;Hauben et
al,, 20002). Mas aun, estudios recientes han demostrado que esta autoinmunidad protectora es

un fenémeno fisiologico (Yoles et al,, 2001) que esta controlado genéticamente (Kipnis et al., 2001).

La inmunizacion activa con péptidos no-encefalitogénicos ha originado resultados muy
alentadores en ratas con LTME (Hauben et al., 2001a;Ibarra et al, 2004) sin embargo hasta la fecha
no se conoce con exactitud el efecto que la respuesta originada por estos péptidos ejerce sobre
la expresion de genes fuertemente relacionados con la respuesta inflamatoria. Las células
inflamatorias desempefian una funcién importante en el fenémeno protector inducido por la
inmunizacién con péptidos no encefalitogénicos, dicha funcién depende de la intensidad con
que se desarrolle la respuesta inflamatoria misma que depende a su vez de la expresion de
algunos genes que codifican para moléculas proinflamatorias como: el NFkB, iNOS, AP-1,
TNF, IL-1, entre otros. Al parecer la autorreactividad protectora modula de alguna forma la
respuesta inflamatoria después de una LTME. Dicha modulacién podria ser a través de la
regulacion de la expresion de algunos de estos genes proinflamatorios. Entre las moléculas que
se encuentran mas intimamente relacionadas con la modulacién del sistema inmunolégico,
incluso con fenémenos de autoinmunidad, es la iINOS (Xu et al.,, 2001;Wong and Billiar, 1995;Mendez
et al, 2004;Tada et al, 1997;Cross et al, 1996). Al momento no existe ningun estudio que analice el
efecto de la respuesta autoinmune protectora sobre la expresion del gen que codifica para la

iINOS.

2.1.4.2. Mecanismos inmunoreguladores originados por A91y Cop-1.

La activacion de los linfocitos T CD4+ depende en gran parte del conjunto de sefiales
de transducciéon originadas por diferentes moléculas estimuladoras y co-estimuladoras
encontradas en la membrana celular. Entre ellas podemos mencionar a CD28, CD4, CD3,
CTLA-4 y el mismo TCR, entre otros. Todas estas moléculas originan un conjunto de sefales
que pueden o no culminar en la activacién del linfocito T. De todas estas sefales, la emitida
por el TCR es un evento importante ya que de acuerdo a algunos estudios, cambios sutiles en
la estructura del ligando del TCR resultan en efectos distintos sobre la activacion del linfocito

T (Nel and Slaughter, 2002). La presencia de aminoacidos diferentes en la regién reconocida por el



TCR (ligandos peptidicos alterados; APLs del inglés altered peptidic ligands) o bien la
presencia de secuencias repetidas formando co-polimeros, sin que se modifique la capacidad de
uniéon al MHC puede resultar en un cambio en el fenotipo, anergia o ausencia del
reconocimiento. En el caso de los APLs, una pequefia variacién en la secuencia primaria
peptidica puede ejercer un efecto importante en su capacidad para interactuar ya sea con el
MHC o con el mismo TCR convirtiendo de esta forma a un péptido agonista en uno
parcialmente agonista o incluso antagonista. Los péptidos agonistas llevan a cabo interacciones
de gran afinidad con el TCR y originan una muy robusta respuesta de los linfocitos T, mientras
que los parcialmente agonistas o antagonistas llevan a cabo interacciones de baja afinidad que
originan alteraciéon o incluso inhibicién de la respuesta (Jameson and Bevan, 1995;Kersh and Allen,
1996;Hall et al., 2003;Huang and Anderson, 2003). E1 APL originado de la secuencia 87-99 de la MBP
(secuencia altamente inmunogénica) denominado A91 es un péptido que de acuerdo a estudios
previos puede perfectamente funcionar como un agonista parcial. En modelos murinos de
EAE, A91 ha sido capaz de disminuir de manera importante la severidad de la enfermedad.
Dicha inhibicién se ha demostrado que es antigeno especifica y producto de un cambio en el
perfil de citocinas liberadas. Los animales con EAE y tratados con A91 presentan una
disminucién substancial de los niveles de citocinas derivadas de los linfocitos Thl y un
aumento en la liberaciéon de las derivadas de los Th2. El APL. A91 origina un cambio en el
patrén de citocinas producidas por los linfocitos T reactivos contra la secuencia 87-99 de la
MBP, de un fenotipo Thl (proinflamatorio; INF-gamma, TNF, IL-2) a uno Th2 (regulador;
IL-4, IL-10) (Gaur et al,, 1997). De tal forma que la respuesta originada por A91 puede estar
controlando la accién destructora de los linfocitos T autorreactivos anti-MBP 87-99 mediante
la regulaciéon de la liberacién de las citocinas proinflamatorias. Esto a su vez promueve la
modulacion de la respuesta inflamatoria misma que, como antes ya se menciond, si se

desarrolla en forma intensa (no modulada) es capaz de originar la destruccién del tejido neural.

El Cop-1 es un co-polimero sintético de 4 amino acidos que se une en forma muy
eficiente y promiscua a diversas moléculas del MHC clase II (HLA DR) sin necesidad de ser
procesado (Fridkis-Hareli et al., 1999) Se ha demostrado que actua en las células dendriticas (DC)
reduciendo la produccién de IL-12, la cual es una citocina clave para el control de las
respuestas de Th1/Th2, y suptime CD1a una molécula de expresion en DC la cual es una

molécula HLA responsable de la presentaciéon de antigenos gluco-lipidos a las células T



descubriendo esto en el desarrollo de MS. Estudios 7 vitro en humanos sugieren que Cop-1 se
une al MHC con alta afinidad e inhibe la proliferacion de células T especificas para MBP
(Putheti et al., 2003) es un TCR-antagonista del epitopo 82-100 de la MBP (Aharoni et al., 1999), que
presenta una fuerte reaccién cruzada con esta molécula (Arnon et al,, 1996) compitiendo asi con
la MBP por el sitio de uniéon en el MHC y al correspondiente TCR. Cop-1 inhibe en forma
importante la EAE en modelos murinos y en humanos ha demostrado disminuir la severidad
de la esclerosis multiple (MS) (Teitelbaum et al, 1997). Es un importante inductor de linfocitos
Th2 reguladores mismos que liberan grandes cantidades de IL-4, IL-5, I1L-6, IL-10 y TGF beta.
Reportando que al aumentar los niveles de IL-10 7z vivo en el suero de pacientes con MS se
suprimen las respuestas inmunes autoreactivas. Estos linfocitos ingresan al SNC donde pueden
ser estimulados por la MBP (por reaccién cruzada) y asi ejercer sus efectos terapéuticos al
regular la liberacion de citocinas pro-inflamatorias provenientes de los linfocitos Th1 (Aharoni et
al,, 2000). De esta forma Cop-1 tiene un efecto benéfico sobre el desarrollo de la EAE que esta
asociado a una regulacion negativa de los linfocitos T anti-MBP (Th1) y que es mediado por la

accion de linfocitos Th2 reguladores (Teitelbaum et al., 1999).

Asi pues, la accion basica de A91 y Cop-1 es modular la liberacién de citocinas pro-
inflamatorias y con ello el efecto dafiino de los linfocitos T contra MBP. Después de una lesion
al SNC se ha observado que se desencadena una respuesta contra la MBP misma que de
acuerdo a algunos estudios es predominantemente Th1 (Jones et al,, 2002) y de no ser modulada
es capaz de originar una gran destruccion al tejido nervioso (Jones et al., 2004;Jones et al., 2002). Sin
embargo otros autores han demostrado que la presencia de dicho fenotipo no es solo
importante sino esencial para que la autoimunidad protectora ejerza su efecto benéfico (Kipnis
et al,, 2002b) ya que son estas células las que liberan el INF vy, citocina que estimula la expresion
de moléculas del MHC clase II (moléculas indispensables para la comunicaciéon y modulacién
de las células de la microglia por parte de los Th1). Aunque pareciera paradodjico, la presencia
de las células Thl y de células inflamatorias parecen ser pieza clave para el funcionamiento
optimo de la autorreactividad protectora después de una lesién al SNC (Schwartz et al., 2003). La
modulacion de dichos elementos a través de la inmunizaciéon con A91 o Cop-1 puede ser una
gran alternativa terapéutica en lesiones al SNC, ya que al permitir solo la accién necesaria y no
exagerada de dichas células (Thl y células inflamatorias), permitiria obtener los posibles

beneficios que puede proveer el sistema inmunoldgico: factores de crecimiento y



neuroprotectores, amortiguacion de sustancias excitotoxicas etc (Barouch and Schwartz,

2002;Schwattz et al., 2003).

La respuesta de linfocitos T inducida por la inmunizacién con A91 o COP-1 es una
respuesta con fenotipo predominantemente Th2. De tal forma que este perfil de citocinas
(practicamente anti-inflamatorias) podria tener un efecto importante sobre la expresion de
iNOS ya que al disminuir la liberacién de citocinas como TNFa e INFy (proinflamatorias) se
disminuye también la posibilidad de expresion de iNOS. Asi mismo, al predominar un perfil
Th2 con la liberacién de IL-10 se estarfa inhibiendo la expresion de iNOS. La modulacién de
esta enzima podria traer consecuencias muy interesantes especialmente si se disminuye su
expresion ya que tanto la expresion como la actividad de esta enzima se han relacionado
importantemente con la sobreproducciéon de NO y ésta a su vez con citotoxicidad y
destruccion tisular. Ademas iINOS se ha vinculado importantemente con la modulacién de la
respuesta inflamatoria (Guzik et al, 2003) y respuestas autoimunitarias (Isaksson et al., 2004;Shi et al.,
2001;Ahn et al., 2001;Ding et al., 1998;Fenyk-Melody et al., 1998;Kim et al., 2000;0kuda et al., 1995) de tal
forma que su modulacién podria ser uno de los mecanismos por medio de los cuales la

respuesta autoinmune protectora promueve proteccion al tejido neural.

Algunos estudios han sugerido que la participaciéon del NO producido por iNOS en el
deterioro del tejido neural después de una LTME es muy importante ya que la inhibicion
farmacoldgica de la actividad de ésta molécula (Yu et al, 2004) o la anulacion del gen
correspondiente (Isaksson et al., 2004) promueven una mejor recuperacion motora en animales
lesionados. Asi pues, la modulaciéon de iNOS después de una LTME podtia ser una estrategia
interesante para brindar proteccion al tejido lesionado. Dicha modulacién podria ser uno de los
mecanismos por medio de los cuales la inmunizacién con péptidos neurales modificados

estarfa propiciando su efecto protector sobre el tejido neural. (Figura 1)



Figura 1.Propuesta de la inmunomodulacién inducida por A91y COP-1.
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Fig 1. Probable explicacion del efecto benéfico de la inmunizacién con estos péptidos sobre

algunos de los eventos autodestructivos que se originan después de una LTME.



3. JUSTIFICACION

Hasta el momento no se han descrito los mecanismos exactos por medio de los cuales
la autorreactividad protectora modula la respuesta inflamatoria desarrollada después de una
LTME. Ya que la molécula iNOS esta fuertemente involucrada en la modulaciéon de la
respuesta inflamatoria y que a su vez la produccion de NO por esta enzima ha sido vinculada
con la destrucciéon del tejido neural, la inhibicién de la expresion de iNOS a través de la
respuesta autoinmune protectora podria ser uno de los mecanismos importantes por medio del
cual dicha respuesta esta ejerciendo su efecto protector sobre el tejido neural. Actualmente no
existen estudios que analicen el efecto de la inmunizacién con péptidos neurales sobre la
expresion del gen que codifica para iINOS en modelos con LTME. La modulacién de la
autorreactividad protectora es una terapia que puede tener una amplia aplicacién a nivel clinico
y que podra brindar una importante terapia a gran parte de los pacientes con enfermedades
neurodegenerativas. Las perspectivas de esta terapia son muy alentadoras ya que puede ofrecer
grandes beneficios en enfermedades neurodegenerativas agudas (lesion de nervio 6ptico y de
ME) o crénicas (Alzheimer, Parkinson, Esclerosis lateral amiotréfica etc.). El mejor
conocimiento de los mecanismos por medio de los cuales esta terapia esta funcionando nos

llevara a una mas rapida aplicacion a nivel clinico.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢La inmunizacién con A91 o con Cop-1 disminuira la expresion del gen que codifica

para INOS en el sitio de lesién de animales con LTME?



5. HIPOTESIS

Si la inmunizacién con A91 o Cop-1 inducen una respuesta de células T con fenotipo
predominante Th2 y las citocinas liberadas por estas células tienen un efecto supresor sobre la
expresion del gen que codifica para iNOS, entonces la inmunizaciéon con estos péptidos

causara una disminucion en la expresion de dicho gen en el sitio de lesion de ratas con LTME.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesién de ratas con

LTME inmunizadas o no con A91 o Cop-1.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar la expresion del gen que codifica para iNOS en ME de ratas no sujetas
a LTME
2. Analizar la expresion del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesion de

ratas sujetas a LTME e inmunizadas con A91.

3. Analizar la expresion del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesion de
ratas sujetas a LTME e inmunizadas con Cop-1.

4. Analizar la expresion del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesion de
ratas sujetas a LTME e inmunizadas con ovalbumina.

5. Analizar la expresion del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesion de
ratas sujetas a LTME y no inmunizadas (PBS).

0. Comparar la expresion del gen que codifica para iNOS en el sitio de lesion de

los cinco grupos anteriores.



7. MATERIAL Y METODOS

Poblacion objetivo: Los experimentos se realizaron en ratas Fischer 344 consideradas

resistentes a la EAE (Kipnis et al., 2001).

Muestra: Ratas Fischer 344, hembras de 12 a 15 semanas de edad y con un peso

aproximado entre 200- 230g.

Consideraciones éticas. Para la realizacion del presente proyecto, se tomaron en
cuenta los lineamientos establecidos por el reglamento de la ley general de salud en materia de
investigaciéon para la salud (Titulo séptimo: De la investigacion que incluya la utilizaciéon de

animales de experimentacion) (1990).
Tamafio de la muestra: Para los dos experimentos de andlisis de expresion de iNOS,
se utilizaron 76 ratas, 8 ratas por cada grupo experimental (ratas con LTME) y 6 ratas

laminectomizadas, sin LTME por cada experimento. (Cuadro 4)

El tamafio de la muestra se determiné mediante la férmula (Young et al., 1983):

Zo /2 2P (1-P) + ZB (V P1 (1-P1) +P0 (1-P0)) 2

P1-PO

En donde se tomaron en cuenta los siguientes valores alfa= 0.05 (Zo = 1.96); beta =

0.1 (ZB = 1.28) y una diferencia entre los grupos inmunizados con los péptidos neurales y los

grupos testigo (inmunizado con ovalbumina y no inmunizado) del 30%.



Disefio experimental

Se realizaron 2 experimentos y en cada uno, se formaron 4 grupos de 8 ratas:
(Cuadro 4)
Grupo 1: Ratas con LTME + vehiculo

Grupo 2: Ratas con LTME + inmunizacién con OVA
Grupo 3: Ratas con LTME + inmunizaciéon con A91

Grupo 4: Ratas con LTME + inmunizacién con Cop-1

Cuadro 4. Numero y distribucion por grupos de las ratas que se utilizaron de la

cepa Fischer 344 en los estudios para el analisis de la expresion de iNOS.

Experimento ler experimento 2do experimento TOTAL
Inmunizacion Inmunizacion
Pre-lesion Post-lesion

24h 72h 3d 7d
Grupo
1. LTME 4 4 4 4 16
+ vehiculo
2. LTME 4 4 4 4 16
+ OVA
3. LTME 4 4 4 4 16
+ A91
4. LTME 4 4 4 4 16
+ Cop-1
Sin lesion 3 3 3 3 12
TOTAL 38 38 76

Nota: La variante que se manejo en cada experimento fue la inmunizacién. En el
primer experimento las ratas se inmunizaron 7 dias antes de la LTME, mientras que en el
segundo experimento fue dentro de los 60 min. posteriores a la LTME. Estos tiempos se

establecieron tomando como base estudios anteriores, en los que se observo el efecto



neuroprotector de A91 y Cop-1 en modelos de LTME y traumatismo craneo encefalico en los

que se realizo la inmunizacién a estos tiempos (Martinon et al., 2007; Kipnis et al., 2003).

Los animales del grupo 1 de los experimentos anteriormente mencionados recibieron el
vehiculo en que estan disueltos los péptidos (solucion amortiguadora de fosfatos, PBS) mas

adyuvante completo de Freund (CFA, del inglés complete Freund adjuvant).

Consideraciones del disefio experimental

Expresion de iNOS

1. En el primer experimento los animales se sacrificaron a las 24 (n=4 por grupo)
y a las 72 h (n=4 por grupo) posteriores a la LTME para evaluar la expresion del gen para
iNOS.

2. En el segundo experimento, los animales se sacrificaron a los 3 (n=4 por
grupo) y a los 7 dfas (n=4 por grupo) posteriores a la LTME.

3. En cada experimento se analizé también la expresion del gen en animales sin
LTME (n= 6 por cada experimento).

4. De cada ME se analiz6 la expresion del gen que codifica para iNOS en el
epicentro de la lesién y en los segmentos localizados desde el epicentro de la lesion hasta 1.25
cm. caudales y craneales del sitio de lesién. En todos los casos se estudiaron 2.5 cm. de tejido,
esta cantidad de tejido nos permitié estudiar el sitio de lesion y el tejido hasta donde esta se

extendio.



Técnicas
a) LTME.

Las ratas fueron anestesiadas mediante la inyecciéon intramuscular de una mezcla de
clorhidrato de xilazina (10mg/kg) y ketamina (50 mg/kg). Treinta minutos después de dicha
inyeccion y previa asepsia de la regién toraco-lumbar, se realizo una incision en la piel a este
nivel. Posteriormente se hizo una incision muscular al lado derecho e izquierdo del canal
vertebral desde la 5* (T V) hasta la 12* (T XII) vértebra toracica, retrayendo después el muisculo
a nivel de la 9* vértebra toracica (T IX), con el fin de descubrir la apofisis espinosa. La apofisis
espinosa fue sustraida con ayuda de una gubia y se realizo con pinzas finas una laminectomia

hasta exponer la ME.

Una vez descubierta la ME se llevo a cabo la LTME por una contusion severa dejando
caer un cilindro de 10 g de una altura de 50 mm sobre el sitio expuesto, utilizando el
impactador de la Universidad de Nueva York (NYU), un aparato que ha demostrado infligir

una lesiéon por contusion bien calibrada en la ME (Young, 1996).

b) Inmunizacién activa

Las ratas fueron inmunizadas mediante una inyeccion intradérmica, en la base de la
cola, con 150 pg de A91, COP-1, OVA emulsificado en un volumen igual de CFA
conteniendo 1mg/ml de Mycobacterinum tuberculosis. la inmunizacion se realizo en los tiempos

previamente explicados.

c) Obtencion y purificacion de RNNA total

Se obtuvo RNA total a partir de 2.5 cm de tejido médular (100 pg) por la técnica de
TRIZOL, la cual se llevé a cabo de la siguiente manera:
> Se macer6 el tejido con ayuda de un pistilo en el tubo ependorf, sometiéndolo

después a lisis con ayuda de una solucion caotrépica (500 pl de Trizol) (GIBCO).



> Posteriormente se realizaron extracciones con cloroformo e isopropanol, para
separar el RNA de los restos celulares.

> Una vez aislado y precipitado, se determiné la cantidad de RNA total y la
pureza por espectrofotometria (UV) leyendo a una longitud de onda de 260 nm y obteniendo
la relacién 280/260 nm.

> Posteriormente se hizo la evaluacion de su integridad y aspecto en geles de

agarosa 1.5%, corriendo la muestra en la camara de electroforesis a 80 voltios. (ANEXO I)

d) Retrotranscripcion

Una vez obtenido el RNA, se obtuvo el cDNA al retrotranscribir 2 ng de RNA total,
utilizando iniciadores oligo dT (12), y el protocolo para la enzima trancriptasa reversa

Superscript II (Invitrogene). (ANEXO II)

e) Reaccion en cadena de la polimerasa

Con los cDNAs que se obtuvieron de la reacciéon anterior, se amplificaron el gen
problema y el control utilizando iniciadores disefiados para tal efecto. A partir del cDNA se
amplificaron fragmentos de DNA con iniciadores que incluyen secuencias de uniones exoénicas
con el fin de evitar las amplificaciones artefactuales del DNA genémico contaminante. Se
realizé una mezcla de reaccién que incluye el cDNA, un par de iniciadores para cada gen (15
pM), buffer de reaccion 10 X, dNTPs 10 mM, 0.5 U de enzima Taq polimerasa (Invitrogen),
en un volumen total de 10 uL. la reaccién se incubd en un termociclador marca Techne,
programado para cumplir con las temperaturas y tiempos necesarios para la desnaturalizacion,
alineamiento y polimerizacion; con el siguiente protocolo:

95°C — 5 minutos

94°C — 30 segundos

59°C - 30 segundos 35 ciclos

72°C — 30 segundos

72°C— 10 minutos

4°C



Finalmente las amplificaciones se evaluaron en geles de agarosa al 1.0%,
tinéndolos con bromuro de etidio, realizando cada amplificacién por triplicado o cuadriplicado
(en caso necesario). Los resultados se registraron con fotodocumentador para captar imagenes
de las que posteriormente se obtuvo por densitometria, para cada banda amplificada misma
que se comparé con los controles para evaluar semicuantitativamente el aumento o

disminucién de la expresion de cada gen.

f) Disefio de los iniciadores

Se disefiaron dos pares de iniciadores a partir de la secuencia del cDNA de genes de
rata reportados en el GENE BANK del NCBI. Los criterios del disefio son: un tamafio
maximo de 20 nt, que incluyo una secuencia de unién exénica, con una Tm de 58 a 64°C, con
un equilibrio de bases AT y GC, con secuencias que no fueron complementarias entre s y que
no forman estructuras secundarias, que amplifiquen fragmentos de 150 a 600 pb (lo que puede

permitirnos realizar PCR multiplex). (ANEXO III)

g) Electroforesis en geles de agarosa

Se realizaron electroforesis que incluyeron controles y marcadores de tamafio
molecular, el buffer para la electroforesis fue TAE 1X (Ttis, acido acético y EDTA) vy las
electroforesis se corrieron a 80 Volts. Colocando una muestra por grupo y permitir la

comparacion de la expresion de iNOS. (ANEXO 1IV)

h) Analisis densitométrico

Se realizé6 una mediciéon de cada una de las bandas con ayuda del software image]

obteniendo los valores totales, comparando la amplificacién de iINOS de cada grupo con

respecto a su control (Actina). (ANEXO V)



i) Descripcion operativa de las variables

Variables independientes

LTME: Dafio en la ME causado por el impacto con un cilindro de acero de 10g de
peso que se deja caer de una altura de 50 mm. El dafo origina inflamacién y destruccion del
tejido de la ME, asi como pérdida parcial de la actividad motora en las extremidades

posteriores del 100% de los animales.

Inmunizacién activa: fue la inyeccion subcutanea del péptido A91 o Cop-1 en CFA,
7 dias antes o bien dentro de los primeros 60 minutos después de la LTME. El péptido A91
es un derivado no-encefalitogénico de la MBP y el Cop-1 es un copolimero sintético de 4
aminoacidos, ambos péptidos han mostrado importantes beneficios en enfermedades

neurodegenerativas.

Variables dependientes

Expresion del gen que codifica para la iNOS: Se analiz6 mediante la evaluacion
densitométrica de cada banda misma que se comparé con los controles para evaluar

semicuantitativamente el aumento o disminucion de la expresion de cada gen.
i) Método estadistico
Se realizo un analisis descriptivo de todos los grupos y se verifico la distribucién de los

datos bajo la curva de normalidad. Se aplico la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-

Wallis pues los datos no tuvieron una distribuciéon normal.



8. RESULTADOS

Experimento 1. Inmunizaciéon 7 dias antes de la LTME

En este estudio la inmunizacion se realiz6 7 dfas antes de la LTME. Al analizar los
valores densitométricos un dia después de la LTME, no se logré comprobar alguna diferencia
significativa (p> 0.05, Kruskal Wallis) en la expresion del gen iNOS entre los grupos
inmunizados con diferentes antigenos (OVA, A91, COP-1) y el grupo solo con PBS.(Figura 2)

Figura 2. Expresion de iNOS un dia después de la LTME.

ler dia

Expresion Relativa

PBS OVA A91 COP-1

Fig. 2. Grafica de barras en donde se muestra la expresion de iNOS un dia después de la
LTME. En la grafica se ptesenta la media +/- la desviacion estandar de 4 animales pot grupo. Los datos

fueron analizados con una prueba de Kruskal Wallis. Los resultados no reportaron diferencias

significativas entre los grupos (p>0.05).



En lo referente a la expresiéon de iNOS 3 dias después de la LTME, tampoco se
observaron diferencias significativas (p> 0.05 Kruskal Wallis) entre los grupos inmunizados

con los diferentes antigenos y aquel solo con PBS (Figura 3).

Figura 3. Expresion de iNOS 3 dias después de la LTME.

3 dias

Expresion relativa

PBS OVA A9l COP-1

Fig. 3. Grafica de barras en donde se muestra la expresion de iNOS 3 dias después de la
LTME.En las graficas se representa la media +/- desviacion estandar de 4 animales / grupo. Los datos
fueron analizados con la prueba de Kruskal Wallis sin encontrarse alguna diferencia significativa

(p>0.05).



Experimento 2. Inmunizacién 60 minutos después de la LTME

En lo que respecta al segundo experimento, 3 dias después de la LTME tampoco se
observaron diferencias significativas entre los grupos inmunizados con los antigenos y el grupo

de PBS (p> 0.05, Kruskal Wallis). (Figura 4)

Figura 4. Analisis de la expresion de iNOS 3 dias después de la LTME.

3 dias

Expresion relativa

PBS OVA A9l COP-1

Fig. 4. Grafica de barras en donde se muestra la expresion de iNOS 3 dias después de la LTME
En la grafica se representa la media +/- desviacion estandar de 4 ratas por grupo.
Los resultados se analizaron mediante la prueba de Kruskal Wallis. No se encontré diferencia

significativa entre los grupos (p>0.05)



A los 7 dias después de la LTME, tampoco se observo diferencia significativa en los
niveles de expresion de iNOS entre los grupos estudiados. Sin embargo vale la pena mencionar
que los animales inmunizados con los diferentes antigenos presentaron niveles menores en la
expresion de iNOS  con respecto al grupo tratado con PBS, aunque estos valores no fueron

estadisticamente significativos (p> 0.05, Kruskal Wallis). (Figura 5)

Figura 5. Analisis de la expresion de iNOS 7 dias después de la LTME.

7 dias

Expresion relativa

PBS OVA A91 COP-1

Fig. 5. Grafica de barras en donde se muestra la expresion de iNOS 7 dias después de la LTME
En la grafica se representa la media +/- desviacion estandar de 4 ratas por grupo. Los resultados se
analizaron mediante la prueba de Kruskal Wallis. No se encontré diferencia significativa entre los

grupos (p> 0.05)



9. DISCUSION

En este estudio se hizo la evaluacion del efecto de la inmunizacién con péptidos
neurales modificados sobre la expresion del gen que codifica para iNOS, en un modelo de
lesion severa de la ME. De acuerdo a estudios previos, la inmunizacion con los péptidos A91 o
Cop-1, origina una respuesta Th2 misma que se caracteriza por ser una respuesta anti-
inflamatoria y que podria incidir en forma benéfica sobre algunos o varios de los elementos
pro-inflamatorios que participan en la respuesta inmune observada después de una lesion en la
ME. Uno de los principales elementos en la respuesta inflamatoria pos-lesiéon, que se ha
correlacionado importantemente con el dafio al tejido neural, es precisamente la expresion y la
actividad de la enzima iNOS y por consecuencia, la abundante produccién de NO. En los
experimentos realizados en el presente trabajo, no se logré demostrar un efecto directo de la
inmunizaciéon con los péptidos neurales modificados sobre la expresion del gen que codifica
para dicha enzima. La falta de efecto significativo de los péptidos en la expresion de iNOS en
la presente tesis podria deberse a diferentes factores, el primero de ellos, la administraciéon de
una cantidad no adecuada del antigeno en la inmunizacién. A este respecto se sabe que la
concentracion del antigeno es fundamental para la activacién del linfocito T, ya que si ésta se
encuentra por arriba o por debajo de las concentraciones ideales para la induccién de la
respuesta, el linfocito T no se activa o bien se anergiza o sufre delecién clonal (Roitt I et al.,
1996). En lo referente a la concentracion utilizada en el presente trabajo, algunos estudios han
mostrado un efecto neuroprotector cuando se administraron 150pg de A91 (Martinon et al., 2007)
y otros en los que 200 pg de Cop-1 son suficientes para promover neuroprotecciéon en
animales con lesion al SNC (Miller et al., 1998). Dichas concentraciones son las mismas que se
utilizaron para inmunizar a los animales del presente estudio. Por esta razén es dificil pensar
que la concentracién de los péptidos utilizados pudiera ser la causa de la falta de efecto
observada en el presente trabajo. Sin embargo vale la pena mencionar que las concentraciones
antes mencionadas pueden ser capaces de inducir el ambiente propicio para promover
neuroprotecciéon por otros mecanismos, pero no para inhibir la expresion de la enzima. Por
esta razén consideramos pertinente que en futuros estudios se explore el efecto de la

inmunizacién con diferentes concentraciones de estos péptidos sobre la expresion de iNOS.



Por otra parte no se pudo demostrar una diferencia significativa en la expresion de
dicho gen cuando se inmuniz6 7 dias antes de la lesiéon en la ME. En relacion a esto dltimo, se
esperaba que existiera un efecto importante de A91 y Cop-1 cuando éstos eran aplicados antes
de la lesion, esto debido a que la respuesta autorreactiva protectora podtia tener el tiempo
suficiente para desarrollarse. Tomando en consideracion que la respuesta inmunologica
empieza a desarrollarse a partir de los cuatro dias y tiene su pico maximo de los catorce a los
dieciséis dias después del contacto con el antigeno, podriamos pensar que tal vez al haber
hecho coincidir este pico con el de expresion maxima de la iNOS, se podria haber observado
un mejor efecto de nuestra terapia ya que estarfamos evaluando el efecto de la respuesta en su
mayor expresion. En el presente trabajo se evalud el efecto de la inmunizaciéon 8 a 10 dias
después de haberse desarrollado. De acuerdo a lo que se menciono anteriormente sobre el
desarrollo de la respuesta inmune, en esta tesis no se llegd a evaluar el efecto de la respuesta
autorreactiva en su pico maximo (14 a 16 dfas pos-inmunizacion). Por tal razén también se
sugiere que para estudios posteriores, se disefie un estudio en el que se haga coincidir el pico

maximo de la respuesta autorreactiva con el de la expresion de iNOS.

En este trabajo, se inmuniz6 a los animales 7 dias antes de la lesiéon tomando como
referencia estudios previos en los que con esta misma estrategia, se observd un efecto
neuroprotector inducido por la inmunizacién con péptidos neurales modificados en modelos
de lesion al SNC (Kipnis et al,, 2003). Siguiendo esta misma estrategia e intentando hacer coincidir
el pico del desarrollo de la respuesta autorreactiva con el de la expresion de iNOS, serfa
interesante evaluar en estudios posteriores el efecto de la inmunizaciéon 7 dias después de la
lesion o bien inmunizar a los animales catorce y doce dias antes de la lesién para poder evaluar
su efecto a las 24 y 72 h después de la misma. Vale la pena mencionar que este nuevo disefio
s6lo nos ayudarfa a esclarecer si existe o no en forma definitiva algin efecto de nuestra
inmunizaciéon sobre la expresiéon de la iNOS. Pensando en la aplicacion clinica de nuestra

terapia, seria muy dificil hacer coincidir los picos antes mencionados.

Por otra parte, no debemos descartar la posibilidad de que el efecto mas importante de
la modulacién originada por la inmunizaciéon con A91 y Cop-1 se lleve a cabo a otro nivel

diferente a la expresion del gen iNOS. El efecto de ésta terapia podria estar incidiendo sobre



fenémenos pos-transcripcionales, ya sea en la estabilidad del mRNA recién producido, la

correcta traduccion del mismo o bien en la actividad misma de la enzima.

La produccion de NO por cada una de las tres isoformas, nNOS, eNOS e iNOS, esta

sujeta a una variedad de controles transcripcionales, transduccionales y postransduccionales

(Kone et al., 2003).

Existen algunos mecanismos sobre los cuales las citocinas generadas por la
inmunizacién con dichos péptidos podrian estar incidiendo. Sabemos que las citocinas
generadas por el fenotipo Th2, en este caso la 114, IL. 13 y la IL.-10, ademas de tener efectos
sobre las células del sistema inmune (diferenciaciéon de las células T hacia el fenotipo Th2,
inhibicién de la produccion de 1L12, entre otros) también pueden actuar sobre la actividad de
la iNOS. IL-4 e IL-13 constituyen una via de activaciéon alternativa para los macroéfagos,
inducen cambios fenotipicos diferentes a los inducidos por IFNy y provocan un incremento en
la expresion del receptor de manosa y de las moléculas de MHC clase II. Estos efectos
estimulan la endocitosis y la presentacion de antigenos respectivamente pero ademas
promueven la liberacién de quimiocinas como CCL22 y CCL7 y la expresion de enzimas
intracelulares como la arginasa. La enzima arginasa cataliza la hidrolisis de arginina a ornitina y
compite con NOS por su sustrato, la - arginina (Vercelli, 2003). En modelos 77 vitro estas
citocinas han demostrado disminuir la sintesis de la enzima iNOS en poblaciones de
macréfagos (Gordon, 2003), sin embargo solo la I11.-13 parece tener un efecto directo sobre la
actividad de dicha enzima ya que suprime la producciéon de NO, al regular la induccién de
arginasa en macrofagos, incrementandose los niveles de ésta e involucrandola asi con la

inhibicion del NO (Narayan R.Bhat et al., 1998; Gordon, 2003).

Otra citocina clasica del fenotipo Th2 es la IL.-10, que tiene un receptor diferente al de
IL 4 e I1.-13 en macro6fagos, y sus efectos en la expresion génica son distintos. La 1110 es un
activador de la molécula STAT3 (del inglés, signal transducer and activator of transcription 3),
considerada un inhibidor de citocinas proinflamatorias y de la liberacién de 6xido nitrico. Por
otra parte se sabe que tanto IL 10 e IL 13 inhiben la expresién de IL1 B, 1a cual es considerada

como inductora de la expresion del gen iNOS (Wong et al,, 1997). A nivel de la actividad de la



enzima, la IL10 incrementa la cantidad de arginasa en macréfagos por muchos caminos,

interviniendo con la accidén de iNOS.

Se sabe que la regulacién de iINOS a nivel de transctipcion y/o estabilidad del mRNA
depende de la activacion de p38 MAPK (del inglés, mitogen activated protein kinase). La
seflalizaciéon de p38 MAPK en la activacion transcripcional del gen iNOS en células gliales de
ratas involucra los factores de transcripcion NF-kB y ATF2 (del inglés, activating transcription
factor - 2). Se ha reportado que después de la activacion transcripcional, la expresion del gen
iINOS es regulada también a nivel de la estabilidad del mRNA. Entre los principales
determinantes cis y trans que controlan la estabilidad del mRNA estan los elementos ARE que
son ricos en secuencias AUUUA encontradas en una region no codificante 3’ (3’UTR). El
camino de regulacion de estos elementos es dependiente de p38 MAPK y se han encontrado
en el mRNA de iNOS de astrocitos y macréfagos murinos (Narayan R.Bhat et al,, 1998). Existe un
gran namero de proteinas unidas a ARE entre las ya identificadas podemos mencionar a AUF-
1, los miembros de la familia ELAV (el mas importante es HuR), KSRP vy tristetraprolina. HuR
es conocida por estabilizar varias regiones ARE contenidas en los mRNAs, ésta tiene una alta
afinidad por iNOS (Fechir et al., 2005). La IL 10 actaa inhibiendo la via p38 MAPK bloqueando
la transcripciéon de NF-kB por este camino e interfiriendo también con la estabilidad al

mRNA a nivel postranscripcional (Narayan R.Bhat et al., 1998).

Por lo anteriormente citado se recomienda realizar estudios donde se evalte
directamente el efecto de la inmunizacién con péptidos neurales modificados sobre los
diversos fenémenos postranscripcionales ya mencionados para poder entonces, dilucidar los

probables mecanismos efectores de dicha terapia.



10. CONCLUSION

X En los experimentos realizados en el presente trabajo, no se logré demostrar un

efecto directo de la inmunizacién con los péptidos neurales modificados sobre la expresion del

gen que codifica para iNOS.

11. PERSPECTIVAS

< Analizar el efecto de la inmunizacién con péptidos neurales modificados sobre

la expresion de la proteina iNOS.

< Analizar el efecto de la inmunizacién con péptidos neurales modificados sobre
la actividad de la enzima iNOS.

X Realizar estudios 7z vitro para analizar el efecto de las citocinas anti-inflamatorias

(IL-10, IL 4 e 1L 13) sobre la expresion proteica y la actividad de la enzima iNOS.

X/
*

X Analizar el efecto dosis-respuesta de A91 y Cop-1 sobre la expresion del gen

iINOS.



12. ANEXOS

121 ANEXO 1. EVALUACION CUANTITATIVA Y
CUALITATIVA DEL RNA

Una vez obtenido el RNA se obtuvo la cantidad en nanogramos de RNA por

espectrofotometria y se ley6 a una dilucion 1:50 el RNA.
Se tomaron de cada muestra los siguientes parametros:
Longitud 260 nm

Longitud 280 nm

Relacion 260/ 280 nm. Se procesaron muestras con una relacion de 1.8 2 2.0

YV V VYV V

Nanogramos/ microlitro

Se evalué la integridad del RNA colocando 1 microgramo en los geles de agarosa al
1.5%, observando el RNA ribosomal (trRNA), las dos bandas de 28s, 18s y en algunos casos se

observa los rRNA 5s, ademas de que no existiera degradacion de este. (Figura 6)



Figura 6. Evaluacion de la integridad del RNA

28s
18s

5s

Fig. 6 Evaluacion de la integridad del RNA, observando en el gel las bandas de rRNA 28s, 18s y
5s lo que indica que el RINA obtenido no se encuentra degradado, el barrido al fondo de cada carril se

trata del mRNA el cual representa el 10% de la cantidad total obtenida.

Los geles se tifieron por 5 minutos con bromuro de etidio. Las fotos fueron tomadas

por el analizador de imagenes Alphaimagen.



12.2 ANEXO II. RETROTRANSCRIPCION

La retrotranscripcion se realizo de acuerdo al protocolo de la enzima Thermo Script

Reverse Transcriptasa de Invitrogen, que consistio en:

PASO 1. A cada muestra se agrego:

= 1 pl de oligo dt
Ll 2 pl de DNTPs
= 2 pg de RNA, lo proporcional en pl

= H>O DEPC para completar 12 pl

. , . 0 . . . .,
Se incubé la mezcla anterior a 65°C / 5 minutos e inmediatamente se neutralizé la

reaccién poniéndolo 2 minutos en hielo.

PASO 2. A cada reaccion anterior se le agregé la siguiente mezcla.

U Buffer 5x 4pl
. 0.1 MDTT 1l
U DEPC 1l
. RNAsa OUT 1wl
o Thermo Script 1l

PASO 3. Teniendo como resultado por cada muestra un total de 20ul, los cuales se

incubaron a 55 °C / 1 hora.

PASO 4. Continuando después por 85°C / 5 minutos para posteriormente agregarle a

cada muestra 1pl de RNAsa H, para finalizar el protocolo con una temperatura de incubacion

de 37°C / 20 minutos. El cDNA se conservo a -20"C, hasta que se utilizoé.



Antes de realizar la amplificaciéon de iNOS, ya obtenidos los cDNA se utilizaron para la

RT-PCR de actina, comprobando asi la técnica de retrotranscripcion. (Figura 7)

Figura 7. Comprobaciéon de cDNA por RT-PCR de Actina

M 1 2 3 4 5 6 7 89 1011 12 13 +4 15

1000 pb
500pb <4— Actina - 641 pb
100pb

Fig 7. Comprobacién de los cDNAs obtenidos con ayuda de la técnica de PCR, amplificando el

gen constitutivo Actina.



12.3 ANEXO III. DISENO DE LOS INICIADORES

Se consultaron y disefiaron con ayuda de BLAST obteniendo la siguiente informacion:

SECUENCIA DISENADA PARA iNOS (inducible synthase nitric oxide)

FORWARD iNOS RAT
5'_ACG AGG TGT TCA GCG TGC TCC ACG_3'
REWARD iNOS RAT
5'_CCA CAA TAG TAC AAT ACT ACT TGG_3

LOCUS  RATNWUT 3614 bp mRNA linear ROD 10-JAN-2003
DEFINITION Rattus norvegicus mRNA for inducible nitric oxide synthase, complete cds.
ACCESSION D44591
VERSION  D44591.1 GI:624916
SOURCE  Rattus norvegicus (Norway rat)
ORIGIN

3001 ctccatgact ctcagegeag agggctcaaa ggageecgea tgaccttggt gtttggotoc

3061 aggcacccag aggaggacca cctctatcag gaagaaatge aggagatggot ccgeaaggga

3121 gtgttgttce aggtgcacac aggetactce cggetgeccg gaaaacccaa ggtetacgtt

3181 caagacatcc tgcagaaaga getggecgac gagotottea gegtocteea cggogageag

3241 goccacctet atgrttgtog cgatglecge arggetoggy atglggetac cacttigaag

3301 aagetgeteg ccgecaaget gaactigagt gageageagg tgaggatta cttettccag

3361 cteaagagec agaaacgtta teatgaggat atettcggly cogtetttte ctatggagte

3421 aaaaagggea acgectigga ggageccaaa ggeacaagac felgacacee agaagagtta

3481 cageatetgg coctaaataa aatgacagtt gagggettty gagagacaga aglgegatee

3541 cecccaaace ceteacatca tefcectect claccctacc aagtagtatt gtactattot

3601 ggactactga atct



Pares de bases: 346 pb + 24 pb de primer forward+24 pb de primer reward= amplifica un producto para iNOS
de 394pb

SECUENCIA DISENADA PARA ACTINA

FORWARD ACTINA
5'_TGC CCA TCT ATG AGG GTT ACG_3'
REWARD ACTINA
5'_TAG AAG CAT TTG CGG TGC ACG_3'

LOCUS  NM_031144 1296 bp mRNA linear ROD 19-FEB-2006
DEFINITION Rattus norvegicus actin, beta (Actb), mRNA.

ACCESSION NM_031144

VERSION  NM_031144.2 GI1:42475962

SOURCE  Rattus norvegicus (Norway rat)

ORIGIN

1 gggotcgagt ccgegtecac cecgegagtac aaccttcttg cagetectee gtegeeggte
61 cacacccgee accagttcge catggatgac gatatcgetg cgetegtegt cgacaacggc
121 tccggeatgt geaaggecgg cttcgeggec gacgatgcte ccegggecgt cttecectee
181 atcgtggocc geectaggea ccagggtete atggteoota tggatcagaa ggactectac
241 gtggocgacg aggeccagag caagagagec atcctgaccce tgaagtacce cattgaacac
301 ggcattgtca ccaactggga cgatatggag aagatttgge accacacttt ctacaatgag
361 ctgegtatgg ccectgagga geaccectgtg ctgetcaccg aggecectet gaaccctaag
421 gecaaccgtg aaaagatgac ccagatcatg tttgagacct tcaacaccee agecatgtac
481 gtagccatcc aggetgtgtt gtecctgtat gectetggte gtaccactgg cattgtgatg
541 gactccggag acggggtcac ccacactgtg cecatctatg agggttacge getcecteat
601 gecatectge gtetagacct goetogecgs gaccigacag actaccteat gaagatectg
661 accgageote getacagett caccaccaca getgagagag aaatcglgeg tgacattaaa
721 gagaagetst getatgttoe cetagactte gageaagaga 1ggecactge cgcatectct
781 tecteeetgg agaagageta toagetgect gacggteagy teatcactat ¢ogeaalgag
841 cgottecgat gececgagge tetettecag ccttecttee 19ggtatgga atectgloge
901 atecatgaaa ctacatteaa ttecatcatg aaglgtoacg tgacatecg taaagaccte
961 tatgecaaca cagtgetote togtogeace accatgtace caggcattye tgacaggatg
1021 cagaaggaga ttactgcect goctectage accatgaaga teaagateat tgctectict
1081 gagegeaagt actetotgte gattogtoge tetatectgg ccteactgte caccttecag
1141 cagatotooa teageaagea ggagtacgat gagtecggee cetecatcgt gcaccgcaaa
1201 tgcttctagg cggactgtta ctgagetecg ttttacaccc tttetttgac aaaacctaac
1261 ttgcgcaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa

Pares de bases: 599 pb + 21 pb de primer forward+21 pb de primer reward= amplifica un producto para Actina

641pb



12.4 ANEXO IV. COLOCACION DE MUESTRAS EN GEL DE
AGAROSA PARA ELECTROFORESIS Y ANALISIS DENSITOMETRICO

En cada gel de agarosa al 1% se presentan 10 muestras, mismas que corresponden a la
amplificacion del gen de actina e iNOS de un animal de cada grupo estudiado. Se realiz6 una
electroforesis a 80 voltios/1ht, para posteriormente teflir los geles con bromuro de etidio y

fotodocumentar las imagenes. (Figura 8)

Figura 8. Colocacion de muestras en gel de agarosa para electroforesis

y analisis densitométrico

M —Marcador
100pb M 12345678910

1-Actina Control

2-iNOS Control

3-Actina PBS

4-iNOS PBS

5-Actina OVA

6-iNOS OVA

7-Actina A91 1000 pb

8-iNOS A91

9-Actina Cop-1 <4—— Actina — 641 pb
10-iNOS Cop-1 500pb <—— iNOS - 39%4pb

100pb

Fig .8.Colocacion de las muestras obtenidas por la técnica de PCR, para realizar la electroforesis
y posteriormente el analisis densitométrico. En el gel se muestra que para grupo se amplifico el gen

Actina e iNOS, para su analisis y comparacion.

Después de realizar el analisis densitométrico comparando la expresion de iNOS de
cada rata con la amplificaciéon de su gen control (Actina) se obtuvo la expresion de iNOS de
cada animal. Tomando como referencia los valores presentados por las ratas control (sin
lesion, Sham) se obtuvo el valor de expresion relativa de iNOS correspondientes en los
animales de los grupos experimentales. La PCR de cada rata se realizé por triplicado,
obteniendo el promedio y tomando este valor para llegar al promedio final de cada grupo

experimental.



12.5. ANEXO V. ANALISIS DENSITOMETRICO

Se llevo a cabo el analisis con ayuda del programa Image J, con el cual se selecciono
un area especifica que abarcara la banda de amplificacién y eliminando el residuo de
amplificacion para obtener los valores de densidad del fondo (valor de densidad que el gel
emite por la tinciébn propiamente dicha). Este procedimiento se realizé para cada
amplificacion. (Figura 9)

Figura 9. Analisis densitométrico con el programa Image]
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Se llevo a cabo el andlisis de los datos para poder obtener los valores de expresion
relativa. Para tal efecto, primero se rest6 a cada banda su fondo de tincién (valor tomado de un
area fuera de las bandas, de la misma dimensién que estas), lo que nos proporcioné el valor
neto. Posteriormente se dividi6 el valor neto de cada banda de amplificacién de iNOS entre el
de la banda de actina. De esta manera se obtuvo la expresion de iNOS de cada animal/ grupo.
Finalmente se tomé como expresion basal de iNOS el valor presentado por la rata no
lesionada (Sham) y de ah{ se establecié mediante una regla de tres el nimero de veces mas que
se expreso iNOS en los grupos con LTME. Este ultimo valor se consideré como expresion

relativa del gen.

Los calculos de expresion relativa se realizaron individualmente por amplificacion;
obteniendo un total de 3 valores de expresiéon relativa por cada animal, los cuales se

promediaron para las graficas.
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