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Resumen

Los Accidentes Cerebrovasculares se caracterizan por la suspension abrupta
del Flujo Sanguineo Cerebral a nivel regional o generalizado, provocando
consecuencias devastadoras que abarcan desde la inhabilidad laboral hasta la
muerte. La inflamacion se ha asociado tradicionalmente con la exacerbacion
del dafo; sin embargo en modelos de lesiones agudas del Sistema Nervioso
Central, la inmunomodulacion con péptidos no encefalitogénicos estimula
mecanismos anti-inflamatorios que favorecen la recuperacion
anatomofuncional. Tomando en cuenta la actividad del Sistema Inmunolégico
durante y después de la Isquemia Cerebral
(inflamacién/neuroproteccién/neurogénesis), se evalué en ratas Sprague-
Dawley el efecto de la inmunizacién con Copaxone sobre la recuperacion
funcional y la preservacion del tejido cerebral en un modelo de Isquemia
Cerebral Focal aguda, comparada con otro grupo al que solo se le administro
Solucion Salina Fisiologica; siete dias después de la lesion, el grupo
inmunizado con Copaxone presentd una recuperacién neurolégica
significativamente superior a la del grupo tratado con Solucion Salina
Fisiolégica (1.2 £ 0.4 versus 2.8 £ 0.5 m £ D.E respectivamente) y asi mismo,
menor area de infarto (4.8+/1.5 versus 32.2+/8.6 respectivamente; p=0.004);
de acuerdo a los resultados obtenidos, la inmunizacién con Copaxone en ratas
Sprague-Dawley disminuye el area de lesibn cerebral y favorece la

recuperacioén funcional en la fase sub-aguda de la Isquemia Cerebral Focal.

Palabras clave: Isquemia Cerebral, Inmunomodulacién, Copaxone.



Antecedentes

El término —*lctus— deriva de un vocablo latino, que de forma similar a su
correspondiente anglosajon ~Stroke—, significan "Golpe"; ambos términos describen el
caracter brusco vy subito de la patologia (Diez, 2001), causada por la reduccién o

suspension abrupta del Flujo Sanguineo Cerebral (FSC) a nivel focal

(trombos/émbolos[85%], aneurismas, traumatismo craneo-encefdlico) (Leker, 2002) o
generalizado (paro cardiorespiratorio, complicaciones anestésicas [pacientes de
neurocirugia o riesgo anestésico ASA 1V, diabéticos, etc.], transplantes cardiacos
[suspension de la circulacidn sanguinea], choque hipoglucémico, crisis convulsivas

prolongadas, intoxicacion aguda por monéxido de carbono, etc.) (Herreras, 2002) hasta
niveles insuficientes para mantener el débito metabélico de la unidad anatomofuncional
del cerebro; por otro lado, destaca como la principal causa de invalidez laboral a nivel
mundial y en paises industrializados, ocupa el segundo lugar en la incidencia de
mortalidad (1 de 3 fallece) (Murray, 1997).

El proceso inflamatorio durante la Isquemia Cerebral (IC) ha sido asociado
tradicionalmente con la exacerbacién de la lesién; sin embargo, se ha demostrado de
manera contundente en estudios pre-clinicos de lesiones agudas del Sistema
Nervioso Central (SNC), que inmunomodular ciertos aspectos de la respuesta
inflamatoria a ‘través de Ligandos de Péptidos Alterados (LPA), evita la propagacion
del dafo y favorece la neuroproteccién. Tomando en cuenta la funcién que desempefia

el Sistema Inmunolégico (SI) durante y después de la IC



(inflamacion/neuroproteccién/neurogénesis), se formulé la hipétesis de evaluar en un
modelo de Isquemia Cerebral Focal (ICF), la efectividad de una innovadora estrategia
inmunomoduladora a través de Copaxone® (Copaxona, Acetato de Glatiramer, Cop-1).

Cop-1 esta aprobado a nivel Internacional por la agencias reguladoras de salud
para el control de la sintomatologia neurolégica causada por la Esclerosis Muiltiple
{EM); su mecanismo de accién se caracteriza por regular la liberacion de citocinas pro-
inflamatorias provenientes de los Linfocitos T (LT) Th1 (Aharoni, 2000) e inducir la
expresion de un fenotipo anti-inflamatorio (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y TGF B) in situ
(Aharoni, 2000-2003; Vieira, 2003) a través de los LT Th2/Th3 (Prat, 2005; ‘Duda, '

2000).

“Con la finalidad de evitar confusiones terminoldgicas en el lector, es conveniente mencionar que en la
presente tesis utilizamos la siguiente sinonimia: Ictus, Accidentes Cerebrovasculares (ACV's),
Aneurismas, Enfermedades Cerebrovasculares (ECV'’s), Isquemia Cerebral, Infarto cerebral y Embolia

Cerebral (haciendo referencia a la ICF).



Anatomia y Fisiologia del Cerebro

Hemisferios Cerebrales. El cerebro se constituye por dos hemisferios (izquierdo y
derecho), unidos por las comisuras interhemisféricas; cada hemisferio esta
parcialmente separado en la linea media por la cisura interhemisférica; asi mismo, en la
superficie dorsolateral, se localizan dos cisuras profundas: la central de Rolando y la

lateral de Silvio (Lépez, 2003).

@ Representacion funcional del I16bulo frontal y parietal

El I6bulo frontal se extiende desde el polo frontal del hemisferio hasta las cisuras
central y lateral (Kandel, 2001); ocupa la mayor parte de la circunvolucién precentral y
la zona anterior del I6bulo paracentral, en donde se sitla el area motora que
corresponde en gran parte al area 4 de Brodmann; la parte dorsal del area, parece
estar relacionada con los movimientos de los miembros inferiores, la parte media con
los de la extremidad superior y tronco, y la parte inferior con los de la cabeza y cuello.
Rostral al area 4s se encuentra el area 6, que se extiende también a la superficie
medial del hemisferio (ha sido dividida en areas 6a y 6B) (Lépez, 2003). El area 6a (que
es paralela al area 4) al ser estimulada produce efectos parecidos a los que se
obtienen de la propia area 4. La estimulacion del area 6B (que queda rostral a la 6a)
provoca desviacidon de la cabeza y del tronco hacia el lado opuesto a la estimulacion. El

area 6 (considerada por algunos neurdlogos como extrapiramidal) complementa



probablemente la accién del area 4 (Lopez, 2003); ésta parte del 1ébulo frontal tiene
numerosas conexiones con regiones corticales y subcorticales que integran
mecanismos asociativos relacionados con las mas complejas funciones intelectuales y
de expresion afectiva de la conducta (Kandel, 2001); por otro lado, en la circunvolucion
post-central se encuentran las areas 3, 1 y 2, que en su conjunto forman una zona que
inferiormente llega al nivel en que termina el area 4, ésta zona constituye el area
somestésica, en donde arriban las vias especificas que conducen informacion

exteroceptiva cutanea y propioceptiva general (Lopez, 2003).

@ Constitucion celular de la corteza cerebral

La corteza cerebral cubre la superficie de los hemisferios y se constituye de los

siguientes tipos de células:

Células piramidales. Son las mas -caracteristicas del sistema nervioso y su
distribucién abarca todas las regiones corticales; su soma es piramidal y su vértice esta
orientado hacia la parte superficial, del que emerge una dendrita apical larga, que en
ocasiones asciende hasta la capa molecular de la corteza y emite colaterales en los
estratos que atraviesa; segun su tamarno se clasifican en pequefias, medianas, grandes
y gigantes, éstas ultimas llamadas de Betz, se encuentran en la corteza motora

precentral. (Valverde, 2002)



Células granulosas o estrelladas. Tienen un cuerpo celular pequeno, redondeado o
poligonal y presentan un gran numero de dendritas que se expanden a corta distancia
en todos los sentidos del soma; su axdn es corto y se encuentran en toda la regién

cortical.

Células fusiformes. Algunos neurélogos las consideran como células piramidales
modificadas, se encuentran principalmente en la sexta capa cortical; su soma es
fusiforme, ovoide, poligonal, etc.; sus dendritas se ramifican en las capas supra-

adyacentes y su axén se dirige a la sustancia blanca subcortical.

Células horizontales de Cajal. Presentan un cuerpo fusiforme y se encuentran en la
capa molecular, sus dendritas se arborizan cerca del soma y el axén se distribuye

horizontalmente en el estrato en que se encuentran.

Células de Martinotti. Se encuentran en diferentes capas corticales, su axon se dirige
a los estratos superficiales (emite colaterales) hasta alcanzar la capa molecular donde

se ramifica.

Células especiales. En algunas regiones de la corteza existen tipos particulares de
células: las piramidales gigantes de Betz en la V capa de la corteza motora; las células

gigantes de Meynert en la corteza occipital, las células mitrales en el bulbo olfatorio etc.



Capas corticales. En el isocortex se reconocen seis capas con caracteristicas

estructurales definidas. De la superficie a la profundidad son las siguientes:

Capa molecular (denominada también plexiforme). Estd constituido por dendritas
situadas en capas mas profundas y eventualmente por axones de las células Martinotti;
contiene células horizontales de soma pequefio cuyas prolongaciones se distribuyen

tangencialmente en ésta capa.

Capa granular externa. Contiene células granulares o estrelladas, células de Martinotti

y piramidales de pequefo tamafo.

Capa de células piramidales. En éste estrato se encuentran numerosas células

piramidales de mediano tamafo y algunas grandes en la zona profunda.

Capa granular interna. En ella abundan las células granulares y se hacen escasas las
piramidales, que son de pequefio y mediano tamafno; asi mismo, se recibe la
informacion sensorial especifica que procede de los nucleos talamicos

correspondientes.

Capa ganglionar o de células piramidales grandes. Contiene células piramidales de
gran tamano y en el area motora se encuentran células gigantes de Betz cuyos axones

se incorporan al sistema cérticoespinal conduciendo impulsos a las motoneuronas.



Capa polimérfica o multiforme. Esta formada por células fusiformes, triangulares,
redondeadas, etc., cuyos axones se dirigen a la sustancia blanca subcortical (Lépez,
2003; Kandel, 2001).

* Fibras corticales

La corteza cerebral recibe fibras aferentes y emite fibras eferentes; las aferentes
proceden del talamo (tdlamocorticales), de regiones corticales del mismo hemisferio

(asociacion intrahemisférica) o del hemisferio ipsilateral (comisurales) (Valverde, 2002).

Fibras talamocorticales. Casi todos los impulsos que provienen de niveles
subcorticales alcanzan la corteza a través del talamo, una proporcién proviene de
nacleos talamicos especificos relacionados con los sistemas sensoriales: nucleo ventral
posterior (somestesia), cuerpo geniculado lateral (visién), cuerpo geniculado medial
(audicion) o con el cerebelo (nucleo ventral lateral); ésta proyeccidén talamocortical se
organiza de manera precisa, de modo que una region talamica determinada esta en
relacién con una zona particular de la corteza. Las fibras taldmicas que proceden de los
nacleos sensoriales especificos terminan basicamente en la capa IV, donde los axones

se arborizan profusamente (Lépez, 2003).

@ Organizacion del movimiento



El movimiento es el resultado de una integracién sensoriomotora que ocurre en todos
los niveles del sistema nervioso; su entendimiento es de especial interés para

identificar la region afectada en pacientes con ACV’s.

Nivel efector. Se constituye por las motoneuronas que descargan desde diferentes
niveles del sistema nervioso estimulos al musculo estriado y asi mismo las del
complejo efector. Las neuronas que constituyen la via de salida de los impulsos al
musculo estriado se clasifican en dos grupos: eferentes somaticas (que inervan los
musculos) y eferentes viscerales (que estdn en relacién con la musculatura que se
origina en los arcos branquiales); las eferentes somaticas se encuentran en la lamina
IX del asta ventral de la médula de donde parten los impulsos a los musculos del
cuello, tronco y miembros a través de los nervios espinales, y en la columna eferente
somatica situada en el tallo cerebral, cuyos nucleos inervan los musculos extraoculares
y linguales por medio de los nervios craneales Ill, IV, VI y Xll; por otro lado, las
neuronas eferentes viscerales se localizan en los nucleos de la columna homénima y
en el tallo cerebral a través de los nervios V, VII, IX y X que activan los musculos
masticadores, faciales, del oido medio, faringe, laringe, y algunos del cuello (todos de

origen branquial) (L6pez, 2003).

Unidén neuromuscular. Al llegar al muasculo estriado los axones de las neuronas
eferentes terminan formando parte de la unién neuromuscular, cuya organizacion
morfofuncional es de gran importancia; las fibras nerviosas penetran al musculo

estriado, alcanzan el espacio endomisial y finalmente se ponen en contacto con el



sarcolema de la fibra muscular; la terminacién nerviosa puede adoptar el tipo placa o
en racimo; en la placa, el axdn forma una dilatacion discoidea hacia el centro de la fibra

muscular (que es propiamente la llamada placa motora terminal) (L6pez, 2003).

Haz cérticoespinal. Este sistema conduce impulsos desde la corteza cerebral hasta
las motoneuronas del tallo cerebral y la médula espinal, sobre las que tiene efecto por
medio de las interneuronas. De la region post-central, en el Iébulo parietal, se han
encontrado fibras que parten de las areas 1, 2, 3, 5y 7 y probablemente de la corteza
temporal y occipital; el aporte de fibras del sistema cérticoespinal y los I6bulos parietal,
temporal y occipital, sugiere que su funcién no es solamente conducir impulsos para
activar a las motoneuronas del tallo cerebral y la médula espinal, sino que pueden tener
influencia sobre otros grupos neuronales. Las fibras del sistema cérticoespinal (desde
su origen en la corteza) cursan por la sustancia blanca del hemisferio hasta la capsula
interna; después de pasar por la capsula interna, llegan al mesencéfalo situandose en
los tres quintos medios de la base del pedunculo cerebral; al llegar al puente
descienden por la porciéon basilar donde son disociadas en un numero variable de
fasciculos por las fibras transversales pontocerebelosas; en el bulbo, el sistema
corticoespinal ocupa las piramides hasta el limite con la médula, donde ocurre la
decusacién de gran parte de sus fibras, en éste nivel se ha determinado una
disposicién somatotopica con la cara (representada dorsomedialmente) y el miembro
inferior (ventrolateralmente). Durante su trayecto por el tallo cerebral, el sistema
corticoespinal emite fibras que terminan en relacién con las neuronas de los nucleos

que forman las columnas eferentes somatica y eferente visceral especial, y con



neuronas de la formacion reticular, a través de la cual es posible que tenga influencia
sobre las células de nudcleos sensoriales: nucleo principal del V, nucleos gracilis y
cuneatus, etc. El efecto del sistema coérticoespinal sobre los nucleos motores es
probable que también se lleve a cabo a través de interneuronas, algunos nucleos
motores reciben fibras cruzadas y directas por ejemplo, el del lll, el del Xl y el
ambiguo; lo mismo ocurre con la parte del nucleo del VII que inerva los musculos de la

parte superior de la cara (Lépez, 2003).

Decusacion corticoespinal. Al llegar al limite caudal del tallo cerebral, el sistema esta
formado exclusivamente por el componente corticoespinal, cuyas fibras terminan en la
médula espinal; gran parte (del 70 al 90%) cruza al lado opuesto de su origen en la
decusacién corticoespinal o piramidal que se encuentra en la parte ventral del bulbo;
después de cruzarse, descienden por el cordén lateral de la médula formando el haz
corticoespinal lateral; parte de las fibras cérticoespinales no pasan por la decusacion,
sino que descienden directamente a la médula (del mismo lado en que se originaron
constituyendo el haz coérticoespinal ventral). Las fibras que provienen de la corteza
sensorial post-central transmiten impulsos que probablemente modulan la informacion
sensorial que llega a los nucleos aferentes del tallo cerebral al asta dorsal de la
médula; por otra parte, las fibras motoras cérticoespinales parecen ejercer una accion
facilitadora sobre las neuronas flexoras a y vy, y un efecto inhibidor sobre las

motoneuronas extensoras (Lopez, 2003; Kandel, 2001).



Haz rubroespinal. Se origina en las células grandes y pequenas de tipo motor;
después de su origen las fibras de lado opuesto en la decusacién segmental ventral
descienden por el tallo cerebral hasta la médula espinal, en ésta ultima ocupan el
corddn lateral y alcanzan la regidon lumbosacra (por consiguiente éste haz es totalmente
cruzado). La somatotopia que se conserva a través de la proyeccidén cérticorubral,
rubroespinal y la terminacién de las fibras cérticoespinales y rubroespinales sobre las
laminas del asta dorsal de la médula, sugiere un tipo de influencia similar en los dos
sistemas (sobre las neuronas flexoras, que se haria a través de una via corticoespinal y

de otra corticorubroespinal) (Lopez, 2003).

Sistema vestibulo espinal. Se origina en el nicleo vestibular lateral y medial; esta
constituido por dos haces: el vestibulo espinal lateral que se inicia en el nucleo lateral y
el vestibulo espinal medial que proviene del nucleo homoénimo. El haz lateral esta
formado por axones de las células grandes y pequefias del nucleo de Deiters;
desciende ipsilateralmente hasta la médula donde cursa por el cordon ventrolateral
alcanzando niveles lumbosacros, termina en las laminas VII y VIl en relacién con la
interneuronas de ésta parte de la sustancia gris medular. El haz medial se inicia en el
nacleo vestibular medial y desciende incorporado al fasciculo longitudinal medial de
ambos lados, algunas de sus fibras son cruzadas y llegan hasta niveles toracicos de la
médula. El haz vestibuloespinal lateral procede de la parte del nucleo vestibular lateral
que recibe impulsos de la porcion vermiana del cerebelo, del ndcleo fastigiado y de la
parte vestibular del cerebelo y ejerce una accién facilitadora sobre las motoneuronas

extensoras e inhibidora sobre las flexoras. El haz vestibulo espinal medial tiene



influencia sobre las neuronas que inervan el cuello, miembro superior y parte alta del

torax (Lépez, 2003; Kandel, 2001).

Sistema reticulo espinal. La formacion reticular actia sobre las motoneuronas a'y vy

de la médula, a través de fibras que se originan en las células grandes de dicha
estructura (situadas en los niveles pontino y bulbar); ambas descienden ipsi y
contralateralmente a la médula; aunque algunas fibras bulbares alcanzan la lamina IX,
las fibras pontinas terminan en situacién mas central que estas, los efectos que ejerce

la formacion reticular sobre la médula pueden ser de dos tipos: inhibidores o

facilitadores. La accion de la formacion reticular sobre las motoneuronas y es

predominantemente excitadora, aunque se ha postulado que puede ser también

inhibidora (Lépez, 2003).

Haz tectoespinal. Después de su origen en el tectum, las fibras rodean la sustancia
gris periacueductual y pasan al lado opuesto de la decusacion segmental dorsal; asi
mismo, descienden por la formacién reticular del tallo cerebral hasta la médula espinal;
se supone que constituye una via por la que el tectum mesencefalico controla los

movimientos de la cabeza y el miembro superior.

Otros fasciculos descendentes. El haz intersticioespinal procede de las células del
ndcleo intersticial de Cajal situado en la parte rostral del mesencéfalo; por otro lado, el
haz olivoespinal esta formado por fibras que provienen de la oliva inferior y desciende

ipsilateralmente hasta los segmentos cervicales de la médula.



 Areas motoras de la corteza cerebral

Se ha establecido que la representacibn motora en la corteza cerebral tiene un
componente precentral que comprende las areas Ms-l y Ms-Il y otro post-central que
conforma las areas Sm-l y Sm-Il. El area Ms-l o somatomotora primaria abarca las
areas 4 y 6 de la carta de Brodmann; el area Ms-Il o area motora suplementaria se
encuentran en el l1ébulo paracentral vecina a la prolongacién del area Ms-I en la cara
media del hemisferio. El area Sm-I o somatosensorial primaria corresponde a las areas
3, 1 y 2 de Brodmann (area somestésica), y el area Sm-Il se encuentra en el labio
superior de la cisura lateral cercana a la parte inferior del area Sm-| y se extiende hasta
la vecindad de la insula. Los movimientos evocados desde la corteza cerebral son
generalmente contralaterales, especialmente en la musculatura de los miembros, pero
pueden ser también bilaterales en algunos casos. Un punto determinado de la corteza
motora puede provocar respuesta en un musculo o grupo de musculos de una parte del
cuerpo (Kandel, 2001). Las areas sensoriomotoras de la corteza cerebral ejercen una
accion moduladora sobre la informacién sensorial que estan recibiendo en los centros,
este efecto se lleva a cabo a través de las fibras cérticoespinales que parten de dichas
areas; estos efectos (sobre los ndcleos y las vias sensoriales) forman parte de los
mecanismos que discriminan la informacion sensorial que llegara a la propia corteza

(Lopez, 2003).

Sistema corticorubro-espinal. Los impulsos que se originan en la corteza motora son

descargados al nucleo rojo y éste envia fibras a la médula espinal a través del haz



rubroespinal; dicho sistema termina en la sustancia gris de la médula y tiene accién
activadora sobre las motoneuronas flexoras e inhibidora sobre las extensoras. Con
base a la similitud funcional, se propone la existencia de un gran sistema formado por
el conjunto de fibras corticoespinales y rubroespinales que tendrian influencia
preponderadamente sobre las motoneuronas situadas en la parte lateral de la lamina IX

que inervan los musculos distales (Lopez, 2003; Kandel, 2001).

Sistema vestibulo espinal. El haz vestibuloespinal lateral tiene accién facilitadora
sobre las neuronas extensoras e inhibidora sobre las flexoras, por consiguiente su
funcion es mantener activados los musculos extensores y contribuir en el
mantenimiento de la postura; por otra parte, el nucleo vestibular lateral recibe impulsos
de la regién del cerebelo que estd en relaciébn con la informacién propioceptiva
originada en los receptores musculares y tendinosos; siendo su funcién principal la

regulacion del tono y la postura (Lopez, 2003).

Sistema reticuloespinal. La formaciéon reticular tiene influencia sobre las
motoneuronas a y y de la médula espinal, su efecto sobre las y parece ser

fundamentalmente excitador, manteniendo activados los usos musculares, de ésta
manera interviene en el mantenimiento del tono muscular. La accién sobre las
motoneuronas a puede ser facilitadora o inhibidora; las fibras reticuloespinales
transmiten a la médula impulsos que expresan los mecanismos integrativos (Lopez,

2003; Kandel, 2001).



Otros haces. ElI haz tectoespinal que proviene del tectum mesencefalico
probablemente tiene la funcion de regular los movimientos de los musculos del cuello
en relacion con reflejos tectales, visuales o auditivos. Los haces vestibulo espinales,
tectoespinal y reticuloespinal parecen constituir en conjunto un sistema subcortical a
través del cual actia sobre la via final comln para integrar respuestas en relacion con
el mantenimiento y regulacién del tono, y reflejos que implican movimientos de la
cabeza, miembro superior y tronco, en respuesta a diferentes tipos de informacion:
propioseptiva, visual, auditiva, etc.

De la organizacion descrita, se deduce que el “nivel de salida” hacia los efectores,
esta sujeto a la modulacion central y en un momento dado ocupa la via final comuan, en
una forma similar a la que ocurren en el filtrado de la informacién sensorial; ésta
modulacién traduce la actividad que ocurre en los centros cuando llega un impulso
sensorial o se descarga un impulso motor, asi el sistema nervioso ordena sus
reacciones en espacio y tiempo. Las lesiones del sistema cérticoespinal se manifiestan
clinicamente por paralisis de los movimientos voluntarios (especialmente los finos
discriminativos), destreza motora, disminucién transitoria del tono muscular (que es
sustituida por espasticidad), aumento de los reflejos ésteotendinosos (con respuesta
clénica), abolicién de los reflejos abdominales y cremasteriano e inversion del reflejo

plantar o signo de Babinski (L6pez, 2003).



~ Caracteristicas fisiologicas del Cerebro

El SNC, es indudablemente el dispositivo mas complejo creado por la naturaleza; su
unidad anatomofuncional es la neurona, células especializadas en generar, recibir y
transmitir sefales de y para otros sistemas. En humanos, el cerebro representa 2.5%
del peso corporal pero recibe el 15% del flujo cardiaco y en condiciones fisiolégicas
consume 20% del O, aportado, teniendo un radio de recaptura entre el O, y la glucosa
de 6 (Secher, 2005) pudiéndose incrementar hasta 3.5 veces en comparacién a otras
especies primates. A diferencia de lo que ocurre en otros tejidos, el FSC total se
mantiene entre 55 ml/min/100 gr de tejido cerebral, y su interrupcién por tan solo 5
segundos provoca pérdida de la conciencia (Levy, 2006). Algunos parametros del
metabolismo energético cerebral como: el FSC, consumo de O, y metabolismo
glucogénico (tasa metabdlica cerebral) se han estudiado extensamente en humanos y
animales de experimentacién utilizando marcadores, autoradiografia, Tomografia
Axial Computarizada (TAC), Tomografia por emision de positrones (PET) vy
Resonancia Magnética (RM) (Timiras,1997); se ha comprobado que las neuronas del
SNC dependen esencialmente de glucosa como sustrato energético (excepto en
circunstancias de cetosis y ayuno prolongado) (Lee, 2000) y su funcionamiento se
relaciona intimamente con su vasculatura, por lo que éste binomio se considera una
sola entidad (neurovascular) (Hallenbeck, 2006); para que se lleve a cabo su
funcionamiento se requiere de neurotransmisores (por sus propiedades vasoactivas)

como la adenosina, Oxido nitrico (NO), dopamina y serotonina, asi como de los iones

K* liberados al espacio extracelular por las neuronas y astrocitos; estos ultimos son



células eléctricamente inexcitables y son considerados tradicionalmente como células
de sostén (produccion de neurotrofinas y citocinas) (Chan,2002), su funcién principal
es responder a la actividad neuronal a través de sustancias vasoactivas como las
prostaglandinas PGE, y las enzimas Ciclooxigenasas (COX) 1 y 2; la consecuencia
funcional en la produccién de éstas sustancias es el aumento del FSC en las regiones
mas activas metabdlicamente, evento que permite aumentar el suministro de nutrientes

en las zonas con mayor actividad neuronal (Tamayo, 2007).

@ Circulacion sanguinea cerebral

El encéfalo y parte de la médula espinal estan irrigados por dos sistemas arteriales: a)
el carotideo y b) el vertebro-basilar, que se comunican a nivel del poligono de Willis
situado en la base del cerebro. El sistema carotideo estd constituido por las arterias
carétidas internas, que son una de las ramas de bifurcacién de las carétidas comunes.

La Arteria Carotida Interna (ACI) esta en relacién (en su origen) con el seno carotideo
y asciende hasta la base del craneo para penetrar al conducto carotideo del temporal,
del cual emerge cerca del vértice del pefiasco; a continuacién recorre el seno
cavernoso y a nivel de la apdfisis clinoides anterior lo abandona para después dar
origen a las ramas arteriales oftalmicas (Kandel, 2001; Lépez, 2003) y posteriormente
dividirse en la Arteria Cerebral Anterior (ACA) (que irriga la porcion paramediana
anterior del hemisferio cerebral) y Arteria Cerebral Media (ACM) (que irriga los dos
tercios anteriores del hemisferio cerebral, los ganglios basales y la capsula interna)

(Zarranz, 2003; Netter,1987). La disposicion de la ACI en el seno cavernoso constituye



el Unico caso en que una arteria se encuentra dentro de un conducto venoso; por otro
lado, la Arteria Coroidea Anterior (ACA), cursa hacia atrds sobre el uncus del
hipocampo y debajo de la cintilla éptica, alcanza la base del pedunculo cerebral para
llegar a nivel del cuerpo geniculado lateral, después atraviesa la cisura coroidea y
penetra a la prolongacion temporal del ventriculo lateral donde forma parte del plexo
coroideo. La lesién u obstruccion ocasiona hemiplejia y hemianopsia o cuadrantopsia
contralaterales, la primera por afectarse la capsula interna y los trastornos visuales por
isquemia de la radiacién dptica, en especial de la onda de Mayer (Kandel, 2001); por
otro lado, la ACM origina ramas perforantes lenticuloestriadas que salen del tronco
horizontal principal y se trifurca en las proximidades de la cisura lateral (de Silvio) en
dos troncos principales, superior e inferior, y una arteria temporal de menor calibre; las
ramas corticales de la ACM es la arteria orbitofrontal destinada a la parte lateral de la
superficie orbitaria del I6bulo frontal y a la circunvolucion frontal inferior; la precentral o
prerrolandica que se distribuye por la circunvolucién homoénima, la rolandica o central
que irriga las zonas de las circunvoluciones pre y post-central adyacentes a la cisura
central, las temporales anterior y posterior que se distribuyen en la punta del 1ébulo
temporal y en la parte anterior de la primera y segunda circunvoluciones temporales; la
oclusién o ruptura provoca lesiones extensas por el amplio territorio de su irrigacion, se
presenta hemiplejia y hemianestesia por isquemia de las areas sensoriomotoras
centrales y de la capsula interna, y hemianopsia contralateral por afeccién del haz

geniculocalcarino (Kandel, 2001).



Sistema vertebro-basilar. La arteria vertebral es una rama de la subclavia, se origina
en la parte posterosuperior en su primera porcidon o segmento intraescalénico, después
asciende por la parte profunda del cuello, entre los musculos escalenos anterior y largo
del cuello y por delante de ella se encuentra la car6tida comun contenida en el paquete
neurovascular; pasa por delante de la apdfisis transversa de la séptima vértebra
cervical y de las ramas ventrales de los nervios Cs y T1; cruza por la arteria tiroidea
inferior que se dirige medialmente para alcanzar el polo inferior del I6bulo tiroideo
correspondiente, a continuacion asciende verticalmente a través de los agujeros
transversos de las vértebras cervicales pasando entre los muasculos intertransversos
acompafada de ramas procedentes del ganglio cervical inferior del simpatico y de un
plexo venoso que en la parte inferior del cuello va a formar la vena vertebral; al salir del
agujero transverso del axis cursa lateralmente para atravesar el del atlas, cuando
emerge de éste se encuentra entre el recto lateral que estd hacia fuera y la rama
ventral de C1 situada hacia dentro, dirigiendose medialmente por detras de la masa
lateral del atlas; en su porcién raquidea perfora la dura y el aracnoides y sube por el
espacio subaracnoideo pasando por delante de la primera digitacion del ligamento
dentado, para penetrar al craneo por el agujero magno (Lopez, 2003); posteriormente
cruzan por delante las raices del Xll par craneal y se dirige a la parte anterior del bulbo
hasta el surco pontobulbar donde se une con la del lado opuesto para formar la arteria
basilar, cuyas ramas irrigan el tronco cerebral y cerebelo (Kandel, 2001), para después
dividirse en las dos arterias cerebrales posteriores que irrigan el tercio posterior de los
hemisferios cerebrales incluyendo la parte posterior del talamo. El sistema carotideo

bilateral se encuentra interconectado a través de la arteria comunicante anterior, se



anastomosa con el territorio vertebrobasilar a través de las arterias comunicantes
posteriores, de ésta manera se constituye el poligono de Willis que provee una via

colateral para asegurar la irrigacion del SNC (Zarranz, 2003).

Arteria cerebelosa podsteroinferior. Es la rama méas importante de la vertebral, se
dirige dorsalmente contorneando la parte lateral del bulbo por detras de la oliva inferior
y de las raices del IX y X par craneal cerca del surco pontobulbar, cambia su trayecto y
cursa por el borde caudolateral del cuarto ventriculo; a partir de ahi se dirige
ventrolateralmente para distribuirse por la superficie inferior del vermis y los hemisferios
cerebelosos a través de una rama lateral y otra medial; su territorio comprende la
regién dorsolateral del bulbo incluyendo el nucleo y haz espinal del V par craneal; en el
cerebelo irriga la parte inferior del vermis, las amigdalas y la regién inferior del

hemisferio.

Arteria basilar. Se forma por la unién de las arterias vertebrales a nivel del surco
pontobulbar, asciende entre la superficie ventral del puente donde esta en relacion con
el surco medio de esta estructura y el clivus, del que esta separada por los nervios

abducens; llega al surco pontopeduncular donde da sus ramas terminales.

Poligono de Willis. A su nivel se establece comunicacién entre las arterias del
encéfalo y los sistemas carotideo y vértebro-basilar de cada lado; esta formado hacia
delante por las arterias cerebrales anteriores unidas por la comunicante anterior,

lateralmente por las comunicantes posteriores que relacionan las carétidas internas con



las cerebrales posteriores y hacia atras por las ramas terminales de la basilar. En el
area del poligono se encuentra la lamina terminal, el infundibulo, el tuber cinéreum, la
hipofisis, los cuerpos mamilares y el quiasma; aunque en el poligono se comunican los
principales vasos que irrigan al cerebro, en condiciones normales no parece haber
mezcla importante en la sangre de los diferentes segmentos que lo forman (Lépez,

2003; Zarranz, 2003).



Etiologia de los Accidentes Cerebrovasculares

Los ACV’s representan un grupo de trastornos heterogéneos que incluyen: el infarto
cerebral isquémico (80 %) y las hemorragias cerebrales o subaracnoideas; patologias
como la ateroesclerosis provocan del 60 al 70% de los padecimientos isquémicos
(Lindsberg, 2003; DeGraba, 2004) y su desarrollo se asocia a la actividad de células
inflamatorias como: monocitos, macréfagos y LT CD* (Gorelick, 2002; O’Rourke, 2004;
Stoll, 2006; Anna-Karin, 2006) que favorecen la ruptura de la placa y al estado
protrombotico (Stoll, 2006) a nivel aértico, cervical o intracraneal. (Origen de la ACM y
arteria basilar) (Gonzalez, 2002). Otra de las causas que provoca oclusién total o
parcial de la vasculatura, es el desequilibrio hemorheolégico y de los factores de
coagulacién; se ha demostrado que el incremento en la viscosidad sanguinea,
plasmatica y del fibrinégeno, favorece al estado protrombético por la activacién

plagquetaria y de 3-tromboglobulina (Fisher, 1991).

w Epidemiologia

Destaca a nivel mundial por ser la principal causa de invalidez laboral, y en paises
industrializados, ocupa el segundo lugar en la incidencia de mortalidad de la poblacion
adulta (1 de 3 fallece) (tabla 1) (Murray, 1997). El sexo femenino tiene mayor
predisposicion que el masculino para desarrollar un ACV, la causa estd asociada

principalmente con antecedentes genéticos maternos (Touze, 2008).



Los datos registrados en la encuesta mexicana de salud del 2004, indican que los
ACV’'s representan la cuarta causa de muerte en adultos; teniendo mayor
predisposicion el sexo masculino; sin embargo, en adultos > de 65 afos afecta
principalmente al femenino (Velazquez, 2007). Aunque se registra una gran
heterogeneidad racial (Stansbury, 2005), estudios epidemiolégicos asocian su
desarrollo a cierta susceptibilidad genética (se han identificado 32 genes
aproximadamente) (Casas, 2004; Flobmann, 2004; DeGraba, 2004; Meschia, 2004;
Wang, 2005; Alexandrova, 2005) y a la interaccion de factores de riesgo como:
hipertension, ateroesclerosis, leucocitosis (neutrofilia principalmente), dislipidemia,
sindrome metabdlico, diabetes mellitus, tabaquismo, alcoholismo, consumo de ciertas
drogas recreativas, enfermedades cardiacas, infecciones cronicas y agudas,
sedentarismo, edad avanzada etc. (figura 1) (Chamorro, 2006; Vargas 2006; Jood,
2005; Alexandrova, 2005; Grau, 2004; Lindsberg, 2003; Reynolds, 2003; Prass, 2003;
Gorelick, 2002; Elkind, 2002); por otro lado, el diagnéstico y tratamiento (por méas de 1
ano) demanda altos costos sociales, tecnolégicos y financieros (Dyker, 1999; Bath,
2000; Velazquez, 2007; Arango, 2004), ademas de tener grandes probabilidades que la
patologia reincida (Kolominsky-Rabas, 2001; Wong, 2002; Appelros, 2003); en éste
contexto, destaca el estudio multicéntrico RENAMEVASC (Registro Nacional Mexicano
de Enfermedad Vascular Cerebral) realizado por Arauz y cols (2006) en pacientes
atendidos en las dos primeras semanas de la sintomatologia; de acuerdo a los
resultados, los adultos > de 65 anos (74%) o personas con hipertensién arterial (64%),
diabetes mellitus (45%), dislipidemia (36%) y obesidad (31%) presentaron mayor

frecuencia en la recurrencia del evento isquémico durante los primeros 30 dias (16 %).



Tabla 1. Incidencia de mortalidad por

ACV's anivel Internacional Figura 1. Factores que predisponen al

(por cada 100000 habitantes) ACV
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Figura 1. Los ACV's son patologias heterogéneas en la
Adaptada del reporte estadistico de la American Heart and que interactian factores genéticos, sistémicos y locales
Stroke Association (Rosamond, 2008). para su desarrollo. La deteccién y tratamiento oportuno

disminuyen la incidencia de la enfermedad.




w Clasificacion

De acuerdo al criterio del estudio TOAST (Trial of ORG 10172 in Acute Stroke

Treatment) las causas y los subtipos del ACV se clasifican de la siguiente manera

(Adams, 1993):

. Ateroesclerosis de grandes arterias (incluye trombosis en arterias largas vy

embolismo arteria-arteria).

Isquémico. Representan el 80% de los ACV’s (Arango, 2004; Durukan, 2007), lo
conforman el infarto aterotrombético, la arteriosclerosis de grandes vasos y el infarto
cerebral de tipo lacunar; los sustratos mas frecuentes son la microateromatosis y
lipohialinosis, pero pueden existir otras causas potenciales.

Transitorio. Provoca disfuncion cerebral focal a causa de una insuficiencia vascular
por trombosis 0 embolismo arterial; la duracidén de los sintomas es menor a 24 h
Cardioembolismo. El infarto puede ser de tamafno medio (1,5-3 cm) o grande (> 3
cm), habitualmente de topografia cortical; se caracteriza por el antecedente de
cardiopatias emboligenicas y la ausencia de oclusiobn o estenosis arterial
significativa.

Oclusién de pequenas arterias.

ACV’s de otra causa.

Hemorragico. Se desarrolla por ruptura vascular, ya sea en el parénquima
(“hemorragia intracraneal”) o superficie cerebral (“hemorragia subaracnoidea”).

ACV's de causa indeterminada.



Esta clasificacién se basa en los factores de riesgo y pruebas diagnésticas como: TC,
RM, PET, imagenologia vascular (doopler transcraneal, duplex carotideo),
electroencefalograma, ecocardiografia (transesofagica o transtoracicd), valoracion de

sindromes protromboticos y examenes post-mortem.

@ Sintomatologia

Los pacientes pueden presentar severos trastornos organicos, neuroldgicos,
locomotores y cognitivos (Tabla 2); la gravedad de las consecuencias se correlaciona

con la intensidad y el tiempo de isquemia (Arango, 2004).

Alteraciones locomotoras. Los movimientos alterados (asociados o en espejo del
hemicuerpo sin afeccidén) provocan una clara discapacidad en las actividades diarias
del paciente (Diaz, 2005); las hip6tesis aceptadas establecen que dichas disfunciones
se observan con mayor frecuencia en el brazo, antebrazo, mano y dedos ipsilaterales al

hemisferio lesionado y se pueden producir por los siguientes factores:

1) El grado de lesion en los tractos cortico-espinales que no se decusa en las
pirdmides bulbares (North, 1993; Seitz, 1998; Ward, 2004 Diaz, 2005).
2) La neuroplastia cerebral después de la lesidn, que facilita la reorganizacion

funcional (Diaz, 2005; Aguilar, 2003; Galea, 2003; Colino, 2002;).



Afeccion organica. Se ha demostrado en estudios clinicos y modelos animales que la
IC favorece a la inmunodepresion en la fase sub-aguda de la lesién; éste factor
predispone a procesos infecciosos (principalmente por Escherichia coli), sepsis y falla
multiple organica (Chamorro, 2006; Vargas 2006; Ivan, 2004; Meisel, 2004; Prass,

2003).

Trastornos neuroldgicos. En la fase aguda y sub-aguda de la lesién, el paciente
puede presentar neuropatias como: afasia (Engelter, 2006), pardlisis facial, ptosis
(Adams, 2007; Bahr, 2004), dificultad para articular palabras, dolor neuropatico, etc; en
este contexto, el estudio realizado por Barragan y cols (2007) demostr6 que los
adultos mayores que habian sufrido un ACV presentaban molestias por dolor
neuropatico crénico, que influia significativamente en el desarrollo de sus actividades

cotidianas.

Déficit cognitivo. Los pacientes presentan frecuentemente demencia y depresién en la
fase de recuperacion (lvan, 2004; Hackett 2005); resultados de un estudio sobre
deterioro cognitivo en adultos mayores de México, demuestran un alto grado de
comorbilidad y dependencia funcional en aquellos que han sufrido un ACV (Mejia,

2007)



Tabla 2. Sintomatologia de acuerdo a la region vascular infartada

Anterior
ACM (60%)
ACA
(4%)
AC
(8%)
Posterior
AV
Cerebelo

ACP

Hemiparesis del brazo, disfagia,hemianopia

Hemiparesis de la pierna, incontinencia urinaria, apraxia

Hemiparesis, hemianopia

Adaptada de Ballhr, 2004




Fisiopatologia de la Isquemia Cerebral Focal

El metabolismo energético del SNC difiere notablemente del resto de los tejidos
(Ramirez, 1998) debido a que las neuronas no funcionan de manera auténoma, sino
dentro de complejos neuronales que se integran con otras partes del Sistema Nervioso.
Después de la IC, se generan reacciones moleculares (a corto y largo plazo)
denominadas "cascada isquémica"; inicia con la falla energética relacionada con la
interrupcion de los procesos de fosforilacidn oxidativa y el déficit en la produccién de
Adenosin Trifosfato (ATP) y concluye en dos modalidades de muerte: la primera,
relacionada directamente con el déficit energético (necrosis) y la segunda, por ausencia
de un suministro energético adecuado (muerte celular programada o apoptosis)
(Arango, 2004; Durukan, 2007). Se han confirmado los siguientes factores que
favorecen la muerte neuronal durante la IC (Ramirez, 1998; Durukan, 2007;

Alexandrova, 2005):

1. Falla del metabolismo energético.

2. Aumento del Ca**intracelular.

3. Produccién y liberacion de Radicales Libres (RL).
4. Ruptura de la Barrera hematoencefalica (BBB).
5. Edema Cerebral.

6. Inflamacion.

7. Apoptosis.



* Excitotoxicidad

Durante la IC los depdsitos de O, y glucosa se consumen rapidamente alterando la
respiracion mitocondrial y el metabolismo de la glucosa residual; se utiliza el ATP de
reserva pero al no producirse, se acumula Adenosin Monofosfato (AMP) que no
cuenta con enlaces de alta energia; el acido lactico se incrementa aproximadamente en
tres minutos y alcanza un nivel maximo horas después de haber iniciado la isquemia
provocando: acidosis, desnaturalizacién protéica, alteracion del funcionamiento
enzimatico (cuyas actividades son pH-dependientes), recaptura de neurotransmisores y
formacién de RL. La acidosis severa agrava la lesion a través de diferentes vias:
edema intracelular, inhibicibn de la fosforilacion oxidativa y dano a las células
endoteliales (Durukan, 2007). La activacion de los receptores de glutamato N-metil-D-
aspartato (NMDA) y acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA)
incrementan los niveles intracelulares de Ca?* (Durukan, 2007) liberando masivamente
neurotransmisores y neuromoduladores que activan diferentes receptores; asi mismo,
las aminas biogenas como la noradrenalina y serotonina causan vasoconstriccién

facilitando la micro-oclusién y el "no reflujo" (Butcher, 1990).



= Aumento del Ca?* intracelular

La concentracién homeostatica intra y extracelular del Ca?* es de aproximadamente 0.1
y 1000 umol/L respectivamente. El 99% del Ca®* celular se encuentra en proteinas,
fosfolipidos, o secuestrado en el reticulo endoplasmatico (Kristian, 1998); durante la IC,
el tejido neural es incapaz de mantener la polarizacion de la membrana, por esta razén
condiciona la apertura de los canales de Ca®* dependientes de voltaje y el desbloqueo
de los canales de Ca?* dependientes de los receptores (Castillo, 2000); la falta de ATP
altera el funcionamiento de la bomba Na*/K*/ATP-asa, incrementandose de manera
progresiva la conductancia y salida masiva del K*, cuando los niveles extracelulares
alcanzan los 15 mmol/gr, despolariza a los canales de Ca®* dependientes de voltaje y
el 95% del Ca®* extracelular penetra en el interior de la neurona; como consecuencia,
el Ca*" libre intracelular provoca una cascada metabdlica que activa enzimas
proteoliticas y lipoliticas que pueden abolir de forma irreversible la regulacién del
metabolismo neuronal; por otro lado, la activacién enzimética induce degradacién
protéica, despolimerizacién de microtubulos, liberacién de neurotransmisores y Ca®* en
los depésitos intracelulares, dafio de membrana y de los propios canales de Ca**,
provocando un circulo vicioso que exacerbara el dafo y contribuira a la muerte

neuronal (DeGraba, 1993; Kristian, 1998; Durukan, 2007).



@ Radicales Libres (RL)

El desacoplamiento entre los saltos energéticos y la formacion de ATP dentro de la
cadena respiratoria mitocondrial facilita la hiperproduccion de RL provocando
disminucién de los mecanismos antioxidantes, ruptura del Acido desoxirribonucléico
(ADN), desnaturalizacion de proteinas, edema, lesion endotelial, aumento de la
permeabilidad vascular, peroxidacién de los lipidos de membrana y alteraciones en la
funcion mitocondrial (Dyker, 1998; Kontos, 2001; Chen, 2001; Durukan, 2007); asi
mismo, la interaccion de los RL con componentes tisulares produce otras variedades
de especies reactivas; por ejemplo el radical hidréxilo se genera por el peréxido de
hidrogeno en la presencia del ion Hierro y otros metales en la reaccién de Haber-Weiss
(Kontos, 2001), el superdoxido con Oxido nitrico genera &cido peroxinitroso y su

descomposicion produce un radical hidroxilo.

@ Ruptura de la Barrera Hematoencéfalica

El control del flujo i6nico, aminoacidos, células inmunolégicas y péptidos entre la
periferia y el SNC se mantiene por la BBB (Brown, 2002); ésta barrera que protege al
cerebro, condiciona también la utilizacion de substratos para su metabolismo
energético (Ramirez, 1998; Secher, 2005; Durukan, 2007). Se integra por células
endoteliales y microvasculatura cerebral; el dafio mecanico, la hipoxia del endotelio, la
destruccion de la lamina basal por metaloproteinasas, el edema vasogénico, la

liberaciéon de sustancias téxicas, las complicaciones hemorragicas, la presencia de



moléculas inflamatorias, los niveles inadecuados de Ca?', la hiperglicemia y la
liberacién masiva de RL son causas potenciales del dafio después del ACV (Kamada,

2007; Brown, 2002; Asano, 1985).

* Edema cerebral

Se caracteriza por el incremento absoluto de liquido provocado por la reduccion

abrupta de los componentes de P+ a éstos cambios energéticos se afade la
disminucion intracelular de K* y el incremento de H>O y Na+, que ademas de perpetuar

las alteraciones reolégicas exacerba las del infarto. En modelos de IC se ha
demostrado que los efectos biolégicos de las prostaglandinas y la cascada del acido
araquiddnico, estan involucrados en la génesis del edema cerebral, ya que al activarse
la fosfolipasa A, se libera acido araquidénico, tromboxanos (Tx’s) y leucotrienos,
provocando vasoconstriccion que favorece a la agregacion plaquetaria (coparticipes del

fenémeno de "no reflujo”)(Asano, 1985).

@ Respuesta inflamatoria

Durante la IC se llevan a cabo cambios a nivel genético, celular, molecular y organico
(Offner, 2006), prevaleciendo un fenotipo inflamatorio en la microvasculatura, que
induce disfuncion en la BBB, sobreproduccion de RL y acumulo de leucocitos y
plaguetas. Las células endoteliales, perivasculares, neuronas, astrocitos y microglia,

son activadas localmente para iniciar la respuesta humoral (Hallenbeck, 2006)



mediante la liberacion de dos importantes citocinas pro-inflamatorias, la Interleucinat
beta (IL1B) y el Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a) (Vila, 1999); se ha confirmado
que los pacientes con ACV isquémicos presentan a nivel sistémico un incremento
significativo de IL-1pB, IL-8 y IL-17 (Kostulas, 1999) que podria inducir de forma directa
muerte celular o contribuir al dano de la pared vascular, trombosis, adhesion
leucocitaria, hemorragia, edema y necrosis tisular (Hallenbeck, 2002-2006); asi mismo,
la presencia de ciertos metabolitos inflamatorios (prostaglandinas, RL, COX-1, etc.)
moléculas de adhesion (Frijns, 2002) y proteinas (integrinas, selectinas, quimiocinas y
G-heterotrimerica) son factores determinantes para favorecer la migracion
transendotelial de leucocitos hacia el cerebro (Kochanek, 1992; Okada, 1994; Clark,
1995; Frijns, 2002; Adamson, 2002; Alexandrova, 2005; Wang, 2007) desde las
primeras 3 h de haber iniciado la isquemia, incrementandose en las siguientes 6 h y
alcanzando un pico maximo a las 12-24 h (Akopov, 1996); el microambiente
inflamatorio se ve aun mas reforzado por el decremento (durante las primeras 6 h post-
isquemia) de IL-10 (importante citocina anti-inflamatoria) (Zhai, 1997). El primer sub-
tipo leucocitario que se infiltra en la regidén del infarto son los neutréfilos, seguido de los
LT y monocitos; el incremento de LT se lleva a cabo de las 24 a 96 h teniendo un pico
maximo a los 3-7 dias, disminuyendo en forma importante 14 dias post-ictus
(Schroeter, 1994; Stevens, 2002); estas células exacerban el dafio al tejido neural a
través de la obstruccidn en la microvasculatura, produccion de RL, liberacion de
enzimas citotéxicas, reactividad vasomotora, incremento en la permeabilidad vascular,
liberacién de citocinas pro-inflamatorias, factores quimiotacticos o incluso quimiocinas

como SDF-1, MIP-13 o RANTES (Price, 2004; Stumm, 2002; DeGraba, 1998; Schwab,



2001; Bona, 1999; Grau, 1992). Yilmaz y cols (2006) en un modelo de ICF con
reperfusidn en ratones linfopénicos, asociaron la exacerbacién del proceso inflamatorio,
trombogénico y déficit neurolégico con la presencia de IFN-y y LT CD*, CD®*.

Por otro lado, las células de la microglia despliegan un fenotipo neurotoxico 72 h
después del ACV (Campanella, 2002) prevaleciendo hasta por 48 h (Pan, 2007; Wang,

2007; Schultzberg, 2007) la produccion y liberacion de glutamato, IL-16, IL-6, TNF-q,

ON, RL, acido quinolinico y araquiddnico (con sus respectivos metabolitos), etc.
afectando al endotelio vascular y tejido neural de la region central y periférica del infarto
(Yenari, 2006; Hallenbeck, 2006); incluso el efecto neurotoxico puede manifestarse en
el hemisferio ipsilesional y perdurar hasta 30 dias (Price, 2006).

La evaluacién de terapias que neutralizan de alguna forma la liberacion de
citocinas (Matsumoto, 1997; DeGraba, 1998; Wang, 2002; Tracey, 2007), moléculas de
adhesién (Clark, 1991, Chen, 1994, Zhang, 1994, Soriano, 1996), enzimas (Ladecola,
2001;Strauss, 2007) o que impiden de alguna manera la migracién (Dutka, 1989;
Schurer ,1990) y activacion de las células inflamatorias en el sitio de lesiéon (Becker,
1997, Becker, 2003) han logrado reducir la lesién cerebral en modelos experimentales

(Pantoni, 1998).

@ Histopatologia

Las lesiones histopatolégicas sélo pueden observarse dias o semanas después de la

lesion; en los modelos de ICF se localizan regiones infartadas a nivel de la corteza y

putamen caudado, zonas de necrosis sub-cortical y areas de isquemia parcheadas en



la corteza del hemisferio contralateral a la lesion (Roda, 1998); produciendo
alteraciones sensitivo-motoras y hemiplejia (Wahl, 1992) a diferencia de las que se
observan en modelos de Isquemia global, donde la hipoxia generalizada afecta

regiones vulnerables como el hipocampo (Gupta, 2002).

@ Penumbra isquémica

La viabilidad celular esta intimamente relacionada con su indemnidad homeostatica; las
bombas idnicas, el transporte activo y la produccién de moléculas funcionales vy
constitucionales, son dependientes de energia; cualquier alteracién en la cadena
respiratoria provoca pérdida de la homeostasis y de no recuperarse la muerte celular.
Durante las primeras 2-3 h de la isquemia, se identifica en la regién infartada: edema,
vacuolas y dendritas; 12 h después, se observan "neuronas rojas" (también conocidas
como eosinofilicas), "células fantasmas" (células astrociticas) y dafo axonal; éstas
caracteristicas indican un dafo histologico irreversible (Back, 2004); éste tipo de
muerte se caracteriza por panecrosis y afecta a las neuronas, células de la gliay a la
pared vascular. Los mecanismos deletéreos durante y después de la IC impiden la
actividad metabdlica y funcional incluso en el hemisferio ipsilateral a la lesidén
(temporalmente) (Dancause, 2006). La evolucién temporal hacia el infarto isquémico
generalmente es de minutos a horas, y el dafno focal casi siempre se asocia con edema
cerebral (Sanchez, 1999); sin embargo, la restitucion del flujo sanguineo (hiperemia
post-isquémica) en la region periférica del infarto (area de penumbra isquémica)

podria favorecer la recuperacion de la funcién perdida (Gonzalez, 2006; Arango, 2004;



Sanchez ,1999) o inducir la formacion de RL y peroxidacion lipidica, provocando
alteraciones en la expresion y regulacién de nuevos genes como el factor nuclear kB,
mitégeno activado de la proteina kinasa y activador de la proteina-1 (Durukan, 2007;
Wang, 2007). El avance tecnolégico en imagenologia como la PET y RM han permitido
la creacién de mapas anatémicos digitales y asi mismo la identificacién regional de la
lesién (Figura 2) (Phan, 2005; Heiss, 2003). Habitualmente, se plantea un periodo de 4-
8 h en el que las células "en riesgo" pueden permanecer viables mediante la
reperfusidon o la administracién de farmacos que eviten la extension del area de
penumbra dentro del infarto (Sanchez, 1999; Alexandrova, 2005); de no ser asi, la
cascada isquémica se torna imparable y es incluso perpetuada por la
reperfusién/incompleta (falta de reflujo) (Arango, 2004). Ello explica los fenébmenos
"maduracion del infarto” y "dano cerebral tardio" que pueden ser minimizados con
citoprotectores en un tiempo de 8-12 h (ventana para la citoproteccion).

El término "autorregulacion” se refiere a los mecanismos midgenos,
neurogénicos y metabdlicos de los que dispone la circulacion cerebral para mantener
constante el FSC a pesar de las variaciones de la presion arterial sistémica (PAS);
estos mecanismos actian en un rango de 60 a 160 mm/Hg, en caso de dano cerebral,
como sucede en los ACV’s, se activan reflejos centrales que provocan el aumento de
la PAS en un intento por mejorar la perfusién de la zona lesionada; en este estado, las
variaciones a la baja de la PAS (sobre todo si son bruscas), tiene el riesgo de aumentar

el area de infarto.



Flujo sanguineo

»

Figura 2. La obstruccion de la ACM (flecha corta) origina un gradiente de presiones. En la zona central, con FSC <10 mL/100-g/min,
se produce una rapida muerte celular. Rodeando a este nicleo intensamente isquémico existe una zona de "penumbra" FSC<22
mL/100-g/min Mas periféricamente en la zona de oligohemia, con FSC >22ml/100g/min el riesgo de convertirse en infarto solo

sucede en circunstancias adversas. Adaptado de Castillo ] y cols. (2003)

No hay aspecto del metabolismo neuronal que esté libre del efecto de la isquemia, si
bien los factores neuroquimicos determinantes del dafo neuronal no se conocen
totalmente; el fallo en la produccién energética, la acidosis lactica, el aumento de Ca?*
citosdlico, el exceso de RL y el acumulo extracelular de neurotransmisores, con la
consecuente activacién de receptores y estimulacion neuronal en circunstancias que
provocan deficiencias en el aporte de O y glucosa, parecen ser pasos importantes en

los procesos que conducen a la muerte neuronal (Tabla 3) (Schultzberg, 2007).



Tabla 3. Caracteristicas de la penumbra isquémica

Desacoplamiento entre el metabolismo y el FSC (debido a su incapacidad autorreguladora).
La region de la penumbra isquémica temprana supone el 50% o mas de la lesién isquémica
final.

@® Pese a la reduccién del FSC, el consumo de glucosa se mantiene e incluso se incrementa
ligeramente (fundamentalmente por via anaerobia) para tratar de mantener los niveles
energéticos de la célula.

® La penumbra presenta despolarizaciones isquémicas recurrentes, con elevaciones transitorias
de la concentracién de K' extracelular que son deletéreas para el tejido debido al
desacoplamiento entre la perfusion y el metabolismo.

® La vida media de la penumbra (y por lo tanto la ventana terapéutica) es corta, evolucionando

rapidamente hacia la lesion isquémica irreversible (Castillo, 2003).




Participacion del Sistema Inmunoldgico en la lesion y

restauracion del Sistema Nervioso Central

En éste capitulo describiremos algunos procesos inmunolégicos que tienen relacién
con las lesiones del SNC y la terapia de inmunomodulacién que llevamos a cabo en la

presente tesis.

@ Caracteristicas de la inmunidad

El Sl protege al organismo de sustancias potencialmente nocivas al reconocer vy
responder a los asi llamados antigenos, los cuales son moléculas (generalmente
proteinas) que se encuentran en la superficie de las células, virus, hongos o bacterias.
Algunas toxinas, quimicos, farmacos y particulas extranas se pueden considerar

antigenos.

Inmunidad adquirida. Se desarrolla cuando el organismo esta expuesto a un antigeno
y despliega una defensa especifica para éste. Los Linfocitos B (LB) producen
anticuerpos que se adhieren a moléculas antigénicas especificas facilitando su
destruccion a través de los fagocitos; por otro lado, los LT atacan directamente a los
antigenos y controlan la respuesta inmunoldgica; estas células se desarrollan
especificamente para un tipo de antigeno y cuando hay exposicién a uno nuevo, se

forman células T y B diferentes.



A medida que los linfocitos se desarrollan, reconocen los tejidos propios y los
distinguen de otros que no se encuentran en él; una vez que se forman las células T y
B, algunas se multiplican y brindan "memoria inmunoldgica"”, permitiéndoles
responder rapida y eficientemente cuando se exponen al mismo antigeno en otra

ocasion.

Inmunidad innata. La defensa innata ante las infecciones tiene como principio el
reconocimiento de lo ajeno o extrano, pero de forma inespecifica; es decir, actia de la
misma forma ante cualquier agente agresor y no cambia la intensidad de su respuesta

aunque la agresion se repita en mas de una ocasion.

Inmunidad adaptativa. Las células que la conforman incluyen LT (colaboradores CD*,
citotéxicos CD®), células asesinas y LB. Después de la activacién antigénica, los LT
CD* pueden diferenciarse en 3 subtipos; Th1 (involucra la inmunidad celular y secreta
citocinas inflamatorias como Interferon-y, IL-2 y linfotoxinas), Th2 (promueve la

inmunidad humoral y secreta citocinas antiinflamatorias como IL-4 y IL-10) y LT

reguladores (req) CD%, CD?*+ (secretan factores de crecimiento-g [TGF-f] y IL-10)

(Mosmann, 1986; Parronchi, 1991; Glimcher, 2000; Rodriguez, 2003; Baird, 2006); se

diferencia de la inmunidad innata por:

1. Especificidad. Se lleva a cabo porque los linfocitos contienen receptores de
membranas capaz de identificar y distinguir sutiles diferencias entre diversos antigenos,

la porcién reconocida se denomina determinante antigénico o epitopo; se plantea que



todos los individuos tenemos numerosas clonas (conjunto de células derivadas de un
precursor simple), cuya progenie cuenta con los receptores de superficie de la célula
que les dio origen y pueden responder a determinantes antigénicos especificos para
ellas; asi, el desarrollo de clonas especificas a determinados antigenos ocurre
independientemente de su exposicién, el cual selecciona una clona especifica pre-

existente y la activa hasta provocar su proliferacion y diferenciacion.

2. Heterogeneidad o diversidad. La respuesta inmune adaptativa se desarrolla
mediante dos mecanismos fundamentales: respuesta inmune humoral, donde los LB
juegan un papel preponderante; y respuesta inmune celular, donde los LT son las
células protagonistas; ambas inician con la activacién de los linfocitos en los 6rganos
periféricos, causada por la célula presentadora de antigeno (CPA), que alcanza a estos

organos a través de la circulacién linfatica y desencadena los siguientes mecanismos:

Reconocimiento. Consiste en la unién del antigeno extrafio a los receptores
especificos existentes en la membrana de los linfocitos maduros (Vigouroux, 2004); los
LB expresan moléculas de anticuerpos sobre su superficie, las cuales se unen a
proteinas extranas, polisacaridos o lipidos en su forma soluble; asi mismo, los LT
expresan los llamados receptores de la célula T (TCR), que reconocen pequefas
secuencias de péptidos antigénicos, polisacaridos, esteroides y pequerias moléculas
organicas (Tsomides, 1991), pero solamente si éstos se encuentran unidos a moléculas

del MHC sobre la CPA (Unanue, 1989).



3. Fase de activacion. Son eventos que se producen en los linfocitos como resultado
del  reconocimiento  antigénico  especifico; estas células  experimentan

fundamentalmente los siguientes cambios:

a) Proliferacién. Se caracteriza por la expansién de las clonas antigénicas especificas y
amplificacion de la respuesta protectora. EI LT CD* asume una funcién preponderante
en la activacion de los LT CD®y LB (Unanue, 1989)

b) Diferenciacion. En esta etapa se forman células efectoras y de memoria; las
primeras producen sustancias que pueden interactuar con el antigeno (anticuerpos y
linfocinas), mientras que las células de memoria son los LT parcialmente diferenciados
(no llegan a convertirse en células efectoras).

c) Fase efectora. En ésta etapa los LT diferenciados a células efectoras migran hacia el
sitio de la lesidbn donde desarrollan su funcion de eliminacién patogénica (Unanue,
1989), a diferencia de los LB que las ejecutan en los 6rganos periféricos; en este

periodo participan células no linfoides y mecanismos de inmunidad innata.

4. Memoria inmunoldgica Uno de los aspectos mas importantes de la respuesta
adaptativa, consiste en la habilidad de los LT para responder eficazmente a
microorganismos que previamente han infectado al hospedero (memoria inmunolégica),
este evento comprueba la existencia de una poblacién celular con antigenicidad

especifica (Jenkins, 1992).



5. Mecanismos de tolerancia. Los antigenos potencialmente inmunogénicos estan
presentes en las células y tejido conectivo de cada individuo; la respuesta ausente
frente a los auto-antigenos se denomina "auto-tolerancia"” y se mantiene a través de
mecanismos que evitan de forma activa la maduracion o estimulacion de los LT
potencialmente autorreactivos (react.) (Goodnow, 1996).

a).- La tolerancia es un proceso adquirido que evita que los LT (eact adquieran la
capacidad de responder frente a los auto-antigenos al momento del encuentro; los LT
inmaduros pueden expresar receptores capaces de reconocer antigenos extranos vy
propios.

b).- Los estadios de maduracion linfocitaria esta limitada a los 6rganos linfoides: TIMO
(LT) y medula 6sea (LB). Durante la maduracion de los LT react- S€ presentan diferentes
estadios en donde el encuentro con auto-antigenos provoca tolerancia en lugar de
activacién. Los antigenos que se encuentran en concentraciones incrementadas en los
6rganos mencionados son auto-antigenos; por lo tanto, los linfocitos inmaduros se
encuentran solo con auto-antigenos a concentraciones altas y las clonas de linfocitos
cuyos receptores pueden ser especificos para estos antigenos, son eliminados
(Jonuleit, 2003). Se pensaba que la tolerancia central era el principal determinante para
una adecuada discriminacién de lo propio y lo no propio, pero aun no se han elucidado
los mecanismos que despliega el Sl para distinguir entre antigenos extrafios y propios
gue se encuentran exclusivamente en los tejidos periféricos.

c).- Los linfocitos maduros autorreactivos se pueden volver tolerantes en los tejidos
periféricos si se encuentran con auto-antigenos bajo condiciones que favorezcan la

tolerancia en lugar de la activacién (Goodnow, 1996).



d).- Los principales mecanismos de tolerancia en la clona de linfocitos especificos para
auto-antigenos son la eliminacién o delecién mediante un proceso de muerte celular
que se induce por la activacion y anergia clonal sin muerte celular; asi mismo, la
induccion de LT (g suprime las funciones efectoras y de activacion de l0s LT react
(Marleau, 2005).

e).- Ignorancia clonal. Algunos de los LT react que se encuentran con auto-antigenos no
se activan si se vuelven tolerantes; no se conoce la razon por la que algunos coexisten
con los auto-antigenos sin reaccionar de ninguna forma detectable.

f).- La ausencia de respuesta hacia las propias proteinas se puede deber a la tolerancia

de los LT o LB (Marleau, 2005; Goodnow, 1996).

Las siguientes caracteristicas del auto-antigeno son factores determinantes para
inducir tolerancia central o periférica (Lakkis, 2003):

a) La concentracion en los érganos linfoides generadores.

b) El reconocimiento sin inflamacién o co-estimuladores.

c) La persistencia.

d) La naturaleza e intensidad de las sefales que desencadenan en los linfocitos

especificos.

Autorreactividad. A pesar de que existen mecanismos por el que las células
autorreactivas son eliminadas o inactivadas, estos son insuficientes y por ello
practicamente en todos los individuos sanos podemos encontrar dichas células (Roitt,

1996). La autorreactividad puede ser parte de una respuesta inmune normal, se



considera no patogénica y es compatible con la homeostasis; sin embargo, cuando no
se controla eficientemente, es excesiva y ocasiona un estado patolégico, el resultado
es una Enfermedad Autoinmune (EA) (Kipnis, 2001; Schwartz, 2004) tal es el caso del
Lupus Eritematoso Sistémico, Artritis Reumatoide, Enfermedad de Graves, Miastenia

gravis, Esclerosis Multiple (EM) entre otras (Born, 1991; Marleau, 2005).

@ Regulacion celular y humoral de la Respuesta Inmunoldgica

Las citocinas son polipéptidos o glicoproteinas que actian como mensajeros
intercelulares para la regulacion de la respuesta del Sl; las pueden producir
macréfagos, monocitos, LT, células endoteliales, fibroblastos, plaquetas, neuronas,
células de la microglia, entre otras (Pantoni, 1998); por otro lado, las células dendriticas
(CD) derivan de la médula ésea y 6rganos linfoides (timo, bazo y linfonodos), tienen
una fuerte capacidad para la presentacion antigénica a células de memoria, virgenes y
LT efectores, pudiendo desencadenar una EA o crear tolerancia a la misma; las CD
que presentan antigenos del SNC pueden movilizarse a diferentes érganos linfoides
secundarios como los linfonodos cervicales y bazo, interactuando directamente con los
LT (Hallenbeck, 2006), sus propiedades adyuvantes para estimular especificamente la
respuesta de los LT CD*y CD® se aprovecha para el desarrollo de estrategias de
vacunacién preventiva y tratamiento de infecciones, reacciones alérgicas,
enfermedades autoinmunes y cancer (Lipscomb, 2002); asi mismo, los macréfagos se

caracterizan como células especializadas en reconocer, internalizar y exponer los



determinantes antigénicos de los microorganismos en su superficie, unidas a antigenos

del MHC (Unanue, 1989).

@ Autorreactividad protectora

La elucidacion y entendimiento de las respuestas humorales y celulares durante los
ACV vy otras lesiones del SNC (medula espinal, TCC, nervio Optico, etc.) han
revolucionado vertiginosamente (Schwartz, 1999; Moalem, 1999; Cohen, 1999;
Hallenbeck, 2006; Offner, 2006; Schultzberg, 2007; Hendrix, 2007); sin embargo,
durante décadas se mantuvo vigente el concepto de que el SNC era un sitio
inmunolégicamente privilegiado, basandose en las siguientes propiedades (Reese,
1967; Barker, 1977; Matsumoto, 1986; Wucherpfennig, 1994; Cserr, 1992; Wilbanks,

1992):

1. Caracteristicas fisicas de |la BBB.

2. Ausencia de un drenaje linfatico tipico.

3. Expresion reducida de antigenos del MHC tipo | y II.

4. Presentacidn inconvencional antigeno /celular.

5. Concentracion reducida de componentes del complemento.

6. Inmunosupresién debido al microambiente del SNC.



Nuevas evidencias cientificas ponen de manifiesto un replanteamiento conceptual; se
ha observado que los LT CD* tienen la capacidad para ingresar al liquido
cefalorraquideo a través de las venas del plexo coroideo y ejercer una respuesta
inmune local o regresar al 6rgano linfoide correspondiente; asi mismo, la develacidén
que los leucocitos participan en la restauracion del tejido neural, demuestra que la
funcién celular del Sl no esté relacionada exclusivamente con la exacerbacion del dafo
(Pantoni, 1998; Schwartz, 1999; Barouch, 2002); por otro lado cabe mencionar que
existen ciertas diferencias en la respuesta de los LT después de una lesién aguda al
SNC o Sistema Nervioso Periférico (SNP); ya que en éste ultimo, el acumulo de células
T es significativamente mayor en relacion al SNC, disminuyendo de manera anéloga 7
dias después del dafio (Moalem, 1999).

En modelos animales y estudios clinicos de IC, involucran la respuesta del Sli
(innata y/o adaptativa) con la activacion endotelial (De Vries, 1997; Fukunaga, 2007),
dafo celular (Grau, 1992; Adamson, 2002; Stolyarov, 2002; Becker, 2003; Price, 2003;
Giunti, 2003; Offner, 2006; Wang, 2007), inmunodepresion (Chamorro, 2006; Vargas
2006; Offner, 2006; lvan, 2004; Meisel, 2004; Prass, 2003), tolerancia isquémica y
neurogénesis (Hallenbeck, 2006; Yaniv, 2007). A nivel local la permeabilidad de la BBB
se irrumpe por mas de 72 h favoreciendo a la expresion de células endoteliales y
sustancias quimiotacticas perivasculares (De Vries, 1997) que estimulan la diapédesis
leucocitaria al parénquima cerebral (Grau, 1992; Adamson, 2002; Becker, 2003; Price,
2003; Giunti, 2003; Offner, 2006; Wang, 2007); ésta eventualidad favorece a la

liberacion y presentacién de antigenos derivados del SNC (Strand, 1984; Ohta, 2000;



Jauch, 2006) a LTieact (Yilmaz, 2006; Ziv, 2007; Giunti, 2003; Nadareishvili, 2004;
Tarkowski, 1995).

Durante las lesiones agudas del SNC se llevan a cabo eventos de
autorreactividad similares a los de algunas EA; la activacion policlonal de LT react S€ ha
relacionado tradicionalmente con el desarrollo de EM (Warnock, 1997; Tsuchida, 1994;
Giuliani, 2003); en éste padecimiento, la autorreactividad hacia epitopos como la MBP
provoca desmielinizacion y consecuentemente disfuncion neuronal; en las lesiones o
placas se encuentran proteinas del MHC tipo I-1l y LT CD* CD®* (Giuliani, 2003); éstas
células migran al SNC y desencadenan el proceso patoldégico en contra del tejido
neural (Figura 3) (Wekerle, 1987).

En la mayoria de modelos experimentales para el estudio de EA, la etiologia

central se basa en la activacién de los LT CD* (Th1) que favorecen la secrecién de

citocinas pro-inflamatorias como IL-18, TNF-B, Interferon vy, IL-2 y IL-12 (Anderton,

2001); en ciertas variedades de ratas, la inyeccion de adyuvante completo de Freund
con moléculas antigénicas encefalitogénicas del cerebro o médula espinal como la
MBP, proteina proteolipida (PLP), glicoproteina oligodendritica de la mielina (MOG por
sus siglas en ingles "myelin oligodendrocyte glycoprotein") entre otras, inducen un
sindrome conocido como Encefalomielitis Alérgica Experimental (EAE) (por sus siglas
en inglés experimental autoimmune encephalomyelitis). En éste modelo (utilizado para
el estudio de la EM), la respuesta inmunologica inicia cuando el TCR del LT reconoce
fragmentos peptidicos derivados de proteinas del MHC propio; estos se originan por la
degradacién proteolitica intracelular de proteinas antigénicas que se insertan en las

moléculas del MHC clase Il para unirse a la superficie de las CPA vy facilitar el



reconocimiento de los LT CD*. A causa de la enfermedad, los animales desarrollan
paresis de los miembros, pérdida de peso y muerte (Zamvil, 1985); si a éstos les
seccionan parcialmente el nervio Optico o contusiona la médula espinal, y semanas
después se transfieren sus LT a otros con la misma lesién durante las primeras horas,
desarrollan una recuperacién mas eficiente a la lesién. Es posible que éstas células
favorezcan la sobrevida neuronal y eviten la destruccion de la mielina (Hendrix, 2007)
desarrollando un fenotipo protector Th2 que estimularia la respuesta humoral a través
de la expresion de citocinas con actividad anti-inflamatoria como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y

IL-13. (Moalem, 1999).

FISIOPATOLOGIA DE LA EM
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Figura 3. El dafio que producen los LTreact a diferentes constituyentes de la mielina se caracteriza por la
liberacién de componentes inflamatorios que a largo plazo favorece la formacién de placas alterando la

conduccidn eléctrica de la neurona.




Basados en la respuesta fisioldgica que despliega el Sl después de la afeccion al SNC
(Yoles, 2001, Schwartz, 2001; Schwartz, 2003) Michael Schwartz y su equipo de
colaboradores han sustentado el concepto "Autorreactividad protectora”; éste
mecanismo se lleva a cabo a través de la estimulacion de 10s LT react CON moléculas
cripticas como la MBP o péptidos derivados de la misma, que han sido modificados en
alguno de sus componentes; el efecto neuroprotector se caracteriza por la secrecion de
citocinas antiinflamatorias, factores neurotréficos (NGF, BDNF y NT-3) (Barouch, 2002),
factores de crecimiento y el equilibrio de neurotransmisores potencialmente tdxicos
como el glutamato.

De acuerdo a diferentes investigaciones, la capacidad individual para generarla,
esta inversamente relacionada con la susceptibilidad para desarrollar una EA
(Schwartz ,2001); asi mismo podria determinar el prondstico y tratamiento después de
una lesién al SNC (Kipnis, 2001). Yoles y cols (2001) en diferentes modelos de
neurotrauma observaron que la recuperacién al déficit neurolégico es menos eficiente
en animales timectomizados (desde el nacimiento) comparada con los que no lo estan;
y que los esplenocitos de ratas con lesion de médula espinal transferidos a otras con el
mismo dafio, confieren neuroproteccion a través de los LT CD* y CD** (Figura 4); éste
experimento demuestra que la "Autorreactividad protectora” es un evento fisiol6gico
mediado por los LT reg. Kipnis y cols (2002) en un modelo de lesion al nervio o6ptico,
demostraron que la induccién de una EA no es una condicion que interfiera en la
neuroproteccidn; el estudio consistio en administrar MBP emulsificada con adyuvante
incompleto de Freund en ratas susceptibles a la EAE, paraddjicamente observé que la

expresion del fenotipo pro-inflamatorio Th1 era necesario para que en estos animales



se llevara a cabo la "Autorreactividad protectora”. Barouch y Schwartz (2002)
después de la lesion al nervio éptico en ratas, administraron LT (eact-mp; €Nncontrando
un incremento significativo de macréfagos/microglia en el sitio afectado; comprobando
que los LT react-mep pueden estimular la activacidn de macréfagos a través de la
interaccién con el MHC tipo Il y asi favorecer la produccion de factores neurotréficos

(BDNF).

Neurotrauma

Degeneracion Primaria

Terapia autoinmune
con celulas T

Neuroproteccion

Figura 4. Representacion esquematica de la degeneracién axonal por neurotrauma y neuroproteccion
después de la inmunomodulacion de los LT.

Adaptada de Cohen y Schwartz, 1999




En estudios epidemiolégicos se ha reportado que los individuos con concentraciones
plasmaticas disminuidas de IL-10 tienen mayor predisposicién a sufrir un ACV de tipo
subcortical o lacunar (Vila, 2003 a, b; Exel, 2002). Frenkel y cols (2004) en un modelo
de ICF descubrieron que la administracion nasal de MOG peptido 3555 induce una
desviacion en la respuesta hacia la mielina de los LT de Th1 a Th2, que contribuye
significativamente a la disminucién de la lesidbn y a la mejoria de las alteraciones
neuroldgicas; ademas encontraron un incremento significativo de IL-10 y disminucién

de Interferon-y en la periferia del infarto. Este estudio fue el primero en demostrar que

los LT CD* expresan un fenotipo regulatorio (IL-10) con efectos benéficos para la IC
(Frenkel, 2004); asi mismo, Becker y cols (1997, 2003) demostraron en un modelo de
IC que la tolerarizacion con MBP brinda efectos neuroprotectores al disminuir el
tamano del infarto; éste hallazgo fue corroborado cuando los esplenocitos de estos
animales fueron transferidos a otros inmunoldgicamente virgenes con la misma lesién;
las pruebas inmunocitoquimicas revelaron un incremento significativo de las citocinas

TGF-p1y LT vy -0 en la periferia del infarto.

En modelos de IC, se ha correlacionado el proceso inflamatorio y las lesiones
histolégicas con el incremento de CD (Kostulas, 2002); no obstante, la
inmunomodulacion de la respuesta inflamatoria con copolimeros ha demostrado
efectos neuroprotectores. Hauben y cols (2003) en un modelo de contusién espinal
administraron sistémicamente o en el sitio de la lesién CD derivadas de la médula 6sea
con MBP; las CD fueron estimuladas a través de un péptido modificado de la MBP
(amino&cido 87-99) conocido como A-91, el efecto benéfico del tratamiento fue

evidente al observarse en las ratas una mejoria significativa en la funciéon locomotora y



la mayor preservacion del tejido neural comparada con la que presento el grupo control;
cabe resaltar la respuesta inmunolégica que generan los LPA analogos
(Anderton,2001) como A-91 al favorecer la induccién del fenotipo Th2 y permitir la
interaccidén antigénica con el TCR sin el riesgo de generar una enfermedad autoinmune

(Schwartz, 2001; Hauben, 2003).



Modelos animales para el estudio de la Isquemia Cerebral

En las dltimas décadas se han llevado a cabo numerosos estudios con el fin de elucidar
los mecanismos fisiopatolégicos de los ACV's y asi mismo evaluar estrategias
terapéuticas que minimicen sus repercusiones. Un elemento crucial ha sido la
utilizacion de modelos animales estandarizados (Ginsberg, 1989); sin embargo, las
diferencias anatémicas (Liebeskind, 2003) y metabdlicas con los humanos, predispone
a que la similitud con los ACV’s (representan < del 25%) (Small, 2000) influya en la
validez de los resultados cuando se extrapolan a estudios clinicos (Brozici, 2003). Los
animales que frecuentemente se utilizan son roedores y primates (Ginsberg, 1989;
Brozici, 2003; Durukan, 2007); no obstante los modelos murinos justifican mas ventajas
por su costo econdmico (Ginsberg, 1989), aceptacion ética, facilidad de manejo y
monitoreo fisiolégico, elevado grado de homologia genética (Jacob 2002), similitudes
anatémicas (poligono de Willis), fisiolégicas y de reactividad vascular etc.

Los métodos para llevar a cabo la IC de forma transitoria o permanente (Roda,
1998) es por medio de trombosis quimica (Toshima, 2000), embolismo (coagulos o
macroesferas) (Gerriets, 2003), ligadura vascular y oclusion intraluminal (Zea Longa,
1989; Roda, 1998); se ha observado que se requiere de 90-120 min de isquemia para
que las lesiones histolégicas y neuroldgicas sean reproducibles (Ginsberg, 2003;
Durukan, 2007); asi mismo, es fundamental establecer en el disefio metodol6gico el
monitoreo de las variables fisioldgicas (temperatura cerebral y corporal, niveles
plasmaticos de glucosa, presién arterial, saturacién de O, y gasometria sanguinea)

(Ginsberg ,1989), ya que de no controlarse pueden influir significativamente en la



mortalidad experimental o afectar la consistencia del dafo isquémico; éstas
adversidades se pueden prevenir a través de la utilizacién de ventiladores mecanicos y
el procedimiento quirdrgico llevarlo a cabo con anestésicos halogenados (el suministro
debera realizarse con vaporizadores calibrados para el modelo animal). Aunque no
existen reportes sobre la evaluacion y el manejo del dolor neuropatico en los modelos
de IC, es razonable implementar estrategias que contribuyan a minimizar las molestias

del animal.

@ Oclusion de la ACM

El modelo que se utiliza con mas frecuencia para el estudio de la ICF es el que

desarrollo Zea Longa y cols (1989) por las ventajas que representa:

1) Es menos invasivo (ya que no requiere craneotomia).

2) Se puede ocluir selectivamente la ACM en conjunto con las ramas de la ACl y la
ACC.

3) Permite reproducir el territorio infartado de la ACM (corteza frontoparietal y putamen
caudo lateral).

4) De acuerdo a las propiedades del farmaco evaluado, se puede realizar la IC de

manera temporal 0 permanente.



Trombosis. En estos modelos se simula la naturaleza de los infartos lacunares, en
donde las arterias perforantes son ocluidas selectivamente por microtrombos; la
isquemia se puede realizar a través de la inyeccion de laurato de sodio en la ACI,

teniendo las siguientes ventajas:

a) Dano endotelial y de manera subsecuente oclusion trombotica inducida
selectivamente en las arterias perforantes.

b) La trombosis contiene fibrina.

c) La oclusién microtrombética estd asociada con los pequenos infartos cerebrales y
con los déficits neuroldgicos que se observan en los ictus lacunares.

d) El tamano de los infartos es constante y el déficit neurolégico se observa en la

mayoria de las ratas (Toshima, 2000)

Embolismo. Se lleva a cabo por la inyeccién de trombos autélogos en arterias

extracraneales (Durukan, 2007).

Fototrombosis. Provoca infarto cortical por la administracién sistémica de agentes

fotoactivos (Rosa de Bengala).

Endotelina-1. Actia como un potente vasoconstrictor y se puede administrar directa o
adyacentemente a la ACM.; la aplicacidn estereotaxica disminuye significativamente el

FSC de la ACM (70-93%).



Modelos que requieren craneotomia. El modelo se ha realizado en varias especies
incluyendo: primates, cerdos, gatos, perros conejos y roedores (Durukan, 2007); para
llevar a cabo la oclusion de la ACM, se requieren métodos invasivos (craneotomia) que

afectan la presion intracraneal y la funcién de la BBB (Tamura, 1981).



Estrategias terapéuticas en Accidentes Cerebrovasculares Isquémicos

Los ACV’s son condiciones que requieren valoracién y diagnéstico de urgencia (Bath,
2000); el adelanto tecnolégico en neuroimagenologia (TC, RM y PET) ha permitido la
visualizacion anatomica y fisiologica relevante (Gonzalez, 2006) para la instauracion de
las siguientes estrategias recomendadas por el panel de expertos de la Asociacion de
Cardiologia y ACV’s en el 2007 (del ingles American Heart Association Stroke (Adams,
2007):

1. Historia clinica (datos de relevancia con los familiares, enfermedades
diagnosticadas, tiempo en el que inicio la signologia, medicacién, etc.).

2. Acceso intravenoso (terapia agresiva de liquidos).

3. Manejo ABC (administraciéon de cristaloides isotdnicos).

4. Monitoreo cardiaco y tratamiento

5. Monitoreo ventilatorio (saturacién de O,).

6. Monitoreo glicémico (historia clinica de Diabetes Mellitus o utilizaciéon de insulina)

7. Proteccién de las vias aéreas en pacientes comatosos (intubacién endotraqueal).

8. Evaluacién neuroldgica (si el estado fisico y mental del paciente lo permite).

9. Pruebas de gabinete.

10. Estudios convencionales de imagenologia y neuroimagenologia.

11. Mejorar o restaurar el flujo sanguineo regional y preservar la mayor cantidad de

tejido bajo penumbra isquémica



12. Evitar la muerte neuronal por isquemia, pero también el dafo inducido por la
reperfusion a través de farmacos neuroprotectores (Durukan, 2007).

* Trombolisis

El factor activador del plasmin6geno tisular recombinante (rt-PA) fue aprobado desde
1996 por la FDA (por sus siglas en inglés US Food and Drug Administration) para el
tratamiento de los ACV isquémicos; actua sobre el plasmindégeno unido a la fibrina en
el sitio donde se origina el trombo, sin generar un estado fibrinolitico sistémico. Entre
sus complicaciones y desventajas estan la transformacién hemorragica, el dafo por
reperfusidbn y su ventana terapéutica corta (probablemente menor de 3 horas)
(Parathath, 2006); antes de recomendar su uso, €s necesario nuevos ensayos clinicos
que precisen el tipo de pacientes que se beneficiaran con mayor seguridad y eficacia
(Tabla 4); otros tromboliticos incluyen: reteplasa, urokinasa, estafilokinasa vy

anistreplasa; sin embargo, no han sido evaluados extensivamente (Adams, 2007).

Tabla 4. Criterios para el tratamiento con rt-PA.

(Adaptada de Adams, 2007).

Diagndstico de ACV isquémico con déficit neurolégico moderado (administrar con precaucion en pacientes con signologia neurolégica severa).
El paciente no debe presentar sintomas que sugieran hemorragia subaracnoidea.

La sintomatologia debié haber iniciado 3 h antes del tratamiento.

No haber sufrido Traumatismo Craneoencefalico o infarto al miocardio 3 meses antes del ACV.

No haber presentado hemorragia gastrointestinal o del tracto urinario 21 dias antes del ACV.

No haber tenido procedimientos quirtrgicos (14 dias previos) o puncién arterial (7 dias previos) al ACV.
No tener historia previa de hemorragia intracraneal.

No presentar hipertension arterial (sistélica <185 mm/Hg y sistolica <110 mm/Hg).

Sin evidencia de traumatismo agudo (hemorragia interna o fracturas).

No haber consumido anticoagulantes orales.

No haber recibido heparina 48 h antes del ACV.

Resultados del conteo plaquetario 2 100000 mm®.

Concentracion de glucosa sanguinea = 50 mg/dL (2.7 mmol/L).

No haber sufrido convulsiones.

La TC no debe presentar infarto multilobar (hipodensidad del hemisferio >1/3).

El paciente o los familiares deben entender los riesgos y beneficios potenciales.




@ Antitrombéticos

Después de >50 afos, aun no se establece una indicacion concreta de la
anticoagulacién en el tratamiento especifico de los ACV agudos (Adams, 2007); se
sabe que previene la trombosis venosa profunda y el embolismo pulmonar, pero los
datos con respecto a la evolucion del infarto, transformacion hemorragica y
recuperacion son confusos. En teoria la heparina no fraccionada administrada con
antitrombina Ill acelera la neutralizaciéon de la trombina e inactiva los factores de
coagulacion; la warfarina y los antagonistas de la vitamina K previenen la activacién de
los factores de coagulacién I, VII, IX y X. (O’'Rourke, 2004). El uso de heparina
intravenosa en fase aguda se ha recomendado sobre bases empiricas en los casos de
infarto progresivo y trombosis basilar; la heparina impediria la propagacién del trombo y
evitaria una nueva formacion; por otro lado, los antiagregantes son usados en la fase
aguda como prevencidn secundaria del infarto cerebral y para disminuir las
complicaciones tromboticas sistémicas; sin embargo, hasta ahora no se ha reportado
evidencia que avale su eficacia sobre la evolucién del infarto (Adams, 2007).

De acuerdo a los datos del estudio IST (por sus siglas en ingles International Stroke
Trial), las recurrencias del ACV disminuirian en las primeras dos semanas con el uso
de aspirina y heparina subcutanea; la evolucibn a los 6 meses mostr6 mayor
supervivencia en el grupo tratado con aspirina, se recomienda la administracién precoz
(48 h después de haber sufrido el ACV) de 300-325 mg/dia de aspirina en los pacientes

no anticoagulados por su beneficio en la prevencion secundaria; cabe resaltar que no



se debe considerar como un sustituto de otras intervenciones agudas en el tratamiento

de los ACV (incluyendo la administracién IV de rt-PA).

@ Medidas hemorreoldgicas

Se sabe que los pacientes con ACV’'s presentan alteraciones en la viscosidad
sanguinea (incluyendo la actividad leucocitaria, en los niveles de fibrinbgeno, en la
estructura de los glébulos rojos, etc.); el objetivo de las medidas hemorreoldgicas es
mejorar el flujo regional (especialmente a nivel de la microcirculacién) disminuyendo la
viscosidad de la sangre; sin embargo, en diversos ensayos clinicos no se ha
demostrado un efecto benéfico de la hemodilucibn normovolémica, ya que en estos
pacientes, los mecanismos autoregulatorios se encuentran alterados y la hemodiluciéon
podria incrementar el FSC en los dos hemisferios. La hidratacion adecuada es mas
eficaz para el tratamiento de las secuelas neuroldgicas que la instauracién de otras
técnicas de hemodilucion mas complejas y peligrosas; en pacientes con hematocrito
elevado (>50%) se aconseja realizar flebotomia y la reposicién llevarla a cabo con

expansores plasmaticos (Adams, 2007).

* Vasodilatadores

Los derivados de las metilxantinas son conocidos por sus efectos vasodilatadores e

inhibidores de la agregacion plaquetaria, RL y Tx’s A,.; con base a éstas

caracteristicas la pentoxifilina, propentofilina y pentifilina han sido evaluados como



adyuvantes en el tratamiento de los ACV’'s agudos; en un estudio se administro
pentoxifilina/aspirina versus aspirina encontrandose una disminucion significativa en
los fallecimientos a corto plazo, tedricamente el efecto antiplaquetario de la aspirina
puede potencializar el de la pentoxifilina; sin embargo, el panel de expertos del
American Heart Association Stroke no recomienda la administracion de pentoxifilina de

primera instancia (Adams, 2007).

@ Citoproteccion

Mas de 700 farmacos neuroprotectores han mostrado efectividad en modelos de ICF;
sin embargo, al ser evaluados en estudios clinicos fase lll los resultados no han sido
alentadores (Durukan, 2007); de manera ideal, un farmaco deberd mantener
concentraciones adecuadas en el tejido cerebral sin causar efectos toxicos en el
organismo (Dyker, 1998); para este fin se han utilizado agentes que actian en puntos
concretos de la cascada isquémica (al menos teéricamente), como anticuerpos anti-
leucocitarios, naloxona, barbitdricos, hipotermia (Krieger, 2004; Worp, 2007; Adams,
2007), dimetilsulféxido, antagonistas de la serotonina, quelantes de Ca** y hierro, entre
otros. La terapéutica neuroprotectora se puede administrar por horas, dias o incluso
semanas después del ACV; por lo que se debe considerar la tolerabilidad y aceptacion

del paciente (Dyker, 1998).

Antagonistas de los canales de Ca*. La razén de su uso estriba en su potencial para

frenar una de las vias de entrada del Ca®* intracelular tras la cascada catabdlica



mediada por la isquemia; la administracién de azelnidipina y amlodipina en ratas con
ACM’o inhibié la apoptosis y redujo el estrés oxidativo (Lukic-Panin, 2007); sin
embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos por Horn y Limburg (2001)

recomiendan no utilizar Antagonistas del Ca®* en pacientes con Ictus isquémico agudo.

Antagonistas AMPA y NMDA. De la creciente lista de neuroprotectores se ha
prestado atencion especial a aquellos farmacos capaces de bloquear los receptores
NMDA para el glutamato; curiosamente la mayoria de las neuronas mas susceptibles a
la isquemia, estan inervadas por fibras glutamatérgicas; ésta evidencia sugiri6 que
debia haber una relacion entre la neurotransmision mediada por el glutamato y el dafo
neuronal post-isquémico. La isquemia prolongada tiene como resultado una elevacion
del Ca®* intracelular y un aumento de la actividad del Ca®* en la terminal presinaptica,
generando la liberacion de varios neurotransmisores; por ejemplo, durante los primeros
diez minutos de isquemia, la liberacidbn de neurotransmisores excitatorios como
glutamato o aspartato se multiplica ocho veces, en comparacién con la concentracion
pre-isquémica; asi mismo, la excitotoxicidad (resultante de una liberacion excesiva
presinaptica y un impedimento de la recaptura de glutamato) ha sido demostrada como
mediadora de dafo neuronal en la IC; la hiperactivacion de los receptores
glutamatérgicos ionotropicos induce el paso de Ca?* al interior de la célula, y el
aumento de Ca** citosélico activa diferentes vias catabdlicas.

En modelos de isquemia cerebral global o focal, los antagonistas de los
receptores NMDA y AMPA han demostrado una significativa neuroproteccion; sin

embargo, el bloqueo antagonista NMDA influye no solo en el proceso patolégico sino



también en el fisiol6gico pudiendo provocar severos efectos psicoticomimeticos (Dyker,

1998; Alexandrova, 2005).

Antioxidantes. La actividad antioxidante es una respuesta a la alteracién del balance
redox que afecta a los tejidos, liquidos y 6rganos en diferentes estados patologicos; las
medidas terapéuticas se basan en la neutralizacién de los RL producidos en exceso;
para ello se estan evaluando en modelos animales las concentraciones antioxidantes
de a-tocoferoles, acido ascorbico, superdxido dismutasa y lazaroides que disminuyan el
tamano del infarto y contribuyan a la recuperacion funcional (Adams, 2007;

Alexandrova, 2005; Balhr,. 2004; Leinonen, 2000;).

@ Utilidad de la nanobiotecnologia en padecimientos del SNC

En la ultima década del siglo XX (denominada del cerebro por los grandes avances en
neurologia) se ha registrado un crecimiento exponencial en las areas de investigacion y
desarrollo nanobiotecnoldgico (Jain, 2006; Baker, 2006); esta ciencia se caracteriza por
la manipulacion de atomos y moléculas (a nivel nanomerico 0.000000001 m) (Figura 5)
que facilitan el disefio de novedosos materiales y sistemas utiles para la prevencion,
diagnostico y tratamiento de diversos padecimientos del SNC (Duncan, 2004, 2005;
Muldoon, 2006).

A nivel pre-clinico (modelos de IC, EAE, Traumatismo craneoencefalico

[TCC], lesién del nervio éptico etc.) se ha demostrado la utilidad terapéutica de ciertos

"conjugados poliméricos" a través de la respuesta que generan en los LT (Yaniv,



2007; Kipnis, 2003); estos sistemas se obtienen de complejas reacciones de
polimerizacion entre 2 o mas nandémeros (Duncan, 2004); para su solubilizacion,

estabilizacion y liberacidn sistémica requieren de moléculas conocidas como micelas

poliméricas (Vila, 2006).
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Figura 5: Escala de dimensiones, comparacion de las estructuras naturales y manufacturadas.

Tabla 5. Caracteristicas farmacoldgicas de los copolimeros

1)  No son absorbidos sistémicamente, demostrando seguridad cuando se utilizan por periodos prolongados.

2) Especificidad de accion y capacidad de interactuar en diferentes enfermedades (polivalencia) (Dhal, 2006; Hudecz, 2001).

3) No son captados por el sistema reticuloendotelial ya que la parte polar impide la interaccion del ndcleo hidrofébico con
componentes plasmaticos, pudiéndose modificar el tiempo de circulacion del agente terapéutico.

4)  Su peso molecular promedio es de 10 ® lo que impide su eliminacion renal (Vila, 2006).

5)  No son encefalitogénicos.




® Estructuracion molecular de Copaxone®

Es el primero y actualmente el Unico copolimero inmunomodulador aprobado por la
FDA para el tratamiento de la EM; a principio de los afios 60°s Ruth Arnon, Michael
Sela y Dvora Teitelbaum del Instituto Weizmann, trabajaban en el desarrollo de una
molécula inmunogénica; para éste fin, utilizaron pequefas cadenas peptidicas de
tirosina, triptéfano o fenilalanina a gelatina; encontrando que estos derivados tenian
grandes propiedades inmunogénicas que residian en la molaridad del péptido, ya que
los residuos moleculares menores de 4000 daltons son antigenos potentes. Utilizando
el modelo inmunogénico de la EAE; descubrieron que el polipéptido que habian

obtenido presentaba una gran similitud con la MBP (incluso en la carga eléctrica +);

llevandolos a sintetizar aminoacidos (debidamente protegidos) de manera
randomizada, con el objetivo de obtener diferentes copolimeros. Sorprendentemente
encontraron que uno presentaba actividad encefalitogénica, pero no desencadenaba la
EAE (Scheindlin, 2004), a éste compuesto lo denominaron "Copolimero-1"(el "1"
indica que se obtuvo de la primera reaccién de copolimerizacién); al transcurso del
tiempo, diferentes investigadores lo nombraron "Cop-1" ("Cope"). Estudios a nivel
experimental y pre-clinico demostraron resultados contundentes relacionados con la
eficacia de Cop-1 para suprimir los signos causados por la EM y EAE (murinos,

conejos y dos especies de primates [Rhesus y baboons]) (Teitelbaum, 1988).

Finalmente laboratorios TEVA registra su nombre comercial y aplicacion clinica; a los

sufijos "Cop" y "one" agregaron la palabra "axone" (en referencia a su blanco



terapéutico); y "Glatiramer™ por las letras iniciales de sus constituyentes (el sufijo

"mer" es el designado para los polimeros) (Scheindlin, 2004)

® Propiedades inmunomoduladoras de Copaxone®

Deriva de la combinacidén randomizada con 4 polipéptidos sintéticos: L-alanina, L-lisina,
L-acido glutamico y L-tirosina; con un residuo molar de 0.14:0.34:0.43:0.09 y una
conformacién media de 45-100 aminoacidos (Neuhaus,. 2007); su peso molecular es
de 4.7-11kDa (Kipnis, 2002).

Es un importante inductor de LT, Th2 (Prat, 2005; Duda, 2000) mismos que
liberan cantidades significativas de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y TGF B in Situ (Aharoni,
2000-2003; Vieira, 2003); estos linfocitos ingresan al SNC y al ser estimulados por la
MBP (reaccion cruzada) regulan la liberacidén de citocinas pro-inflamatorias producidas
por los LT Th1 (Aharoni, 2000); de esta forma tiene un efecto terapéutico en el
progreso neurodegenerativo de la EM y la EAE (Teitelbaum, 1999).

La activacion de los LT CD* depende en gran parte del conjunto de sefales de
transduccion originadas por moléculas estimuladoras que se encuentran en la
membrana celular como: CD?8, CD* CD?® y el mismo TCR; que pueden o no culminar
en la activacion del LT; la presencia de aminoacidos diferentes en la region reconocida
por el TCR o secuencias repetidas formando copolimeros, sin que modifiquen la
capacidad de unién al MHC; provoca cambios en el fenotipo, anergia o ausencia del

reconocimiento. Copaxone® presenta mimetismo y una intensa reaccién cruzada con el



epitopo 82-100 de la MBP que le permite competir de manera promiscua por la union

con el MHC clase I, sin necesidad de ser procesado (Fridkis-Hareli 1999).

@ Estudios pre-clinicos

A pesar de las intensas investigaciones por mas de 40 afos sobre los mecanismos
neuroprotectores de Copaxone® estos no han sido elucidados completamente; cuando
se administra (via oral o parenteral) en murinos inhibe la EAE (Teitelbaum, 1999), en
modelos de lesion aguda al SNC, la inmunizacion activa reduce el proceso
neurodegenerativo y promueve la recuperacion funcional. Kipnis y cols (2000) en un
modelo de lesion al nervio dptico, inmunizaron a ratas Lewis con 100 ug de Copaxone®
emulsificados en volumenes iguales de adyuvante completo de Freund cada 24 h
durante 5 dias consecutivos; el analisis histolégico demostré que la inmunomodulacion
post-traumatica previene significativamente la degeneracion de las fibras nerviosas,
asociado a la liberacién de factores neurotréficos BDNF por 10s LT react 2 Copaxone®;
asi mismo se ha demostrado en estudios in vitro que diferencia y regula
selectivamente la migracién al cerebro de LT colaboradores (Prat, 2005) y en las CD
provoca cambios estructurales que favorecen su movilidad en la BBB (Vieira, 2003).

En un modelo para el estudio de la enfermedad de Alzheimer, la inmunizacion
con Copaxone® disminuyd la formaciéon de placas B-Amiloideas y estimuld la
neurogénesis en el hipocampo; los animales tuvieron un mejor desempefio cognitivo en
la ejecucidn del laberinto acuatico de Morris, aparentemente la vacunacion favorecié un

fenotipo neuroprotector en las CD y microglia al producir factores neurotréficos IGF1 y



de crecimiento insulinico (Butovsky, 2006). Gorantla y cols (2008); por otro lado, en un
modelo de encefalitis secundaria al virus de inmunodeficiencia humana (a través de
células mononucleares sanguineas de personas infectadas con el virus tipo | y Il)
administraron 75ug/raton/dia via Sc durante 7 dias; la neuroproteccién fue a través de
la reduccién en la expresidon de la 6xido nitrosintasa y el incremento en la produccion
de IL-10 y BDNF (Gorantla, 2008). De acuerdo a los estudios que hemos citado
podemos concluir que la accién basica de Copaxone® es modular la liberacion de
citocinas pro-inflamatorias y la respuesta de los LT (eact @ diferentes proteinas de la

mielina.

Toxicologia. Estudios en murinos, conejos y perros han demostrado que la utilizaciéon

sub-crénica de Copaxone® no causa efectos toxicos ni acumulacién organica.

% Uso clinico

En pacientes con EM inmunomodula la respuesta de los monocitos generando niveles
significativos de IL-10 y disminucién en la produccién de IL-12 (Kim, 2004); la dosis que
se utiliza es de 20 mg/dia; después de su administracion es rapidamente degradada a
pequefos oligopéptidos y aminoacidos permaneciendo uUnicamente el 10% en el sitio
de la inyeccion (1 h después). No se han detectado concentraciones plasmaticas
sistémicas en orina o heces (Neuhaus,. 2007). La administracion a largo plazo provoca

principalmente dolor y eritema en el sitio de inyeccién (Tabla 6)



Tabla 6. Eventos adversos en pacientes con EM progresiva tratados con Copaxone®

%

Eritema en el sitio de inyeccion 571
Dolor en el sitio de inyeccion 48.8
Dafio accidental 36.4
Masas en el sitio de inyeccion 35.6
Infeccion 33.3
Astenia 30.5
Dolor 26.8
Hemorragia en el sitio de inyeccion 20.7
Prurito en el sitio de inyeccion 20.1
Dolor de espalda baja 19.8
Migrafa 18.2
Edema en el sitio de inyeccion 14.2
Dolor pulmonar 124
Inflamacién en el sitio de inyeccion 8.6
Dolor abdominal 7.2
Fiebre 4.8
Incapacidad ambulatoria 4.6

El eritema y dolor local son de los efectos colaterales mas frecuentes en pacientes con EM que fueron

tratados con Copaxone ® (Estudio multicéntrico a 3 afios) adaptada de Wolinsky y cols. 2007)




Justificacion

Los Accidentes Cerebrovasculares son la principal causa de incapacidad laboral a
nivel mundial y la segunda de mortalidad en adultos de paises desarrollados; el objetivo
terapéutico es preservar la mayor cantidad de tejido que se encuentra bajo penumbra
isquémica a través de la restauracion del Flujo Sanguineo Cerebral; sin embargo, la
reperfusién y/o el fenébmeno de no reflujo, podria exacerbar el proceso fisiopatologico
comprometiendo la integridad neuronal. La inflamacion durante y después de la
Isquemia Cerebral, se ha asociado tradicionalmente con el dafio anatomofuncional; se
ha comprobado que inmunomodular ciertos aspectos del proceso inflamatorio después
de una lesion al SNC, evita la propagacion del dano y estimula en el sitio de afeccion
mecanismos neuroprotectores a través de los LT. A ésta respuesta del Sl se le ha
denominado "Autorreactividad protectora"” y puede ser estimulada de manera
fisiolégica por medio de Ligandos de Peptidos Alterados (Anderton, 2001) como
Copaxone®; éste copolimero ha demostrado efectos benéficos en modelos de lesiones
aguas al SNC y enfermedades neurodegenerativas (Kipnis, 2000; Kipnis, 2003); sin
embargo, no existen estudios de su utilidad en IC, por ésta razon se decidié evaluar si
la inmunizacién activa nos brindaria la oportunidad de estimular los mecanismos de
autoproteccién y restauraciéon influyendo en la recuperacion funcional después de la

lesion.



Planteamiento del problema

1. ¢ La inmunizacién activa con Copaxone®en ratas promovera una mejor recuperacion
funcional expresada en pruebas de evaluacion motora y disminuira el area del infarto

después de la Isquemia Cerebral Focal aguda con reperfusién?



Hipotesis

1. ¢ La inmunizacién activa con Copaxone®en ratas promovera una mejor recuperacion
funcional expresada en pruebas de evaluacion motora y una menor destruccion del

tejido cerebral que aquella observada en ratas no inmunizadas después de la Isquemia

Cerebral Focal aguda con reperfusion?



Objetivos

General

Evaluar el efecto neuroprotector de la inmunizacién con Copaxone® sobre el déficit
neuroldgico y la preservacién del tejido neural en ratas con Isquemia Cerebral Focal

aguda con reperfusion.

Particulares

1. Cuantificar la recuperaciéon funcional y la preservacion del tejido cerebral en ratas
sometidas a Isquemia Cerebral Focal aguda con reperfusion inmunizados con

Copaxone® + Solucion Salina Fisiolégica (SSF).

2. Cuantificar la recuperacién funcional y la preservacién del tejido cerebral en ratas
sometidas a Isquemia Cerebral Focal aguda con reperfusion sin ningun

tratamiento.



Material y métodos

La presente tesis fue aprobada por el Comité de ética de la FMVZ-UNAM, todos los
procedimientos fueron de acuerdo a la norma oficial de México sobre el manejo y
cuidado de animales de laboratorio. La poblacion experimental fue proporcionada por el

Centro de Investigacién para curar la paralisis Proyecto Camina.

Animales. Se utilizd para el estudio la cepa Sprague Dawley (SD), ya que en ésta se
desarrolla de manera mas eficiente la "Autorreactividad protectora™ (Kipnis, 2001).
Se realizd en machos con un peso promedio de 300-350 gr; desde su nacimiento hasta
el final del experimento se mantuvieron en condiciones ambientales controladas con un
ciclo de 12 h luz y 12 h de obscuridad; con una temperatura ambiente de 20°C + 2°C,
su alimentacién fue a base de pellets y agua ad libitum. Todos los animales estaban

sanos y no recibieron ningun tratamiento previo.



* Tamano de la muestra

Se determind mediante la férmula (Young ,1983):

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

P1-PO
Tomandose en cuenta los siguientes valores:

Alfa= 0.05 (Zo. = 1.96)

Beta = 0.1 (ZB =1.28) y una diferencia entre los grupos con inmunizacién activa y sin

tratamiento (testigo) del 30%.

@ Disefo experimental
En el experimento se evaluaron 2 grupos:
1) Copaxone® (n=6)
2) SSF (n=6)

Grupo 1 (Inmunizacién activa): Ratas con Isquemia Cerebral Focal aguda con
reperfusiéon + inmunizacién con Copaxone® (200 ug/ml SSF via SC) en la regién

interescapular.

Grupo 2 (SSF): Ratas con Isquemia Cerebral Focal aguda con reperfusion en las que

se administrd en la regidn interescapular 1 ml. de SSF.via SC



@ Procedimiento anestésico y monitoreo

La anestesia fue a través de Ketamina (40 mg/Kg via IM), combinada con Clorhidrato
de Xilacina 2% (10 mg/Kg via IM; Rompun®) y sulfato de atropina (0.5 mg/kg via Sc).
El manejo polimodal del dolor perioperatorio fue a través de lidocaina al 2% (0.1 ml
infiltrados via Sc en el sitio a incidir; Pisacaina®) y Tartrate de Butorfanol (0.2 mg/kg
diluidos en 0.2 ml de SSF via SC Torbugesic®); una vez que el animal perdio el reflejo
palpebral y mandibular, se instilé en los ojos lagrima artificial (Vizcotiear®) con la
finalidad de prevenir Ulceras cornéales y fue posicionado en decubito dorsal sobre un
colchén térmico para el mantenimiento a 37.5 "C durante el procedimiento quirdrgico y
la isquemia, monitoreandolo por medio de un sensor térmico rigido colocado en el
recto. La frecuencia cardiaca y saturacién de O, se monitoreo con un oximetro de pulso
veterinario durante la cirugia y la IC a través de un sensor infrarrojo colocado en la
base de la cola. El suplemento de O, fue regulado a través de un flujometro pediatrico y

una mascarilla neonatal modificada, fijada a la base del cuello.



@ Modelo de ICF aguda con reperfusion

Se realizd de acuerdo al modelo propuesto por Zea Longa y cols (1989) con ciertas
modificaciones que seran citadas oportunamente. El procedimiento quirargico se llevo a
cabo con la ayuda de un microscopio para microcirugia; se realizo una incisién en la
regién cervical ventral de aproximadamente 1.5-2 cm de largo, separando por diseccidn
roma los musculos omohioideo y esternohiodeo derechos, para el abordaje de la ACC,
ACIl y ACE; una vez localizadas, se procedié a disecarlas del nervio vago y tejido
involucrado para ser expuestas y separadas con con vicryl 3-0 (Johnson&Johnson de
México) (proceso modificado del modelo original); posteriormente se identifico la
porcion media de la ACI y se punciono su cara externa con una aguja calibre 27, para
la introduccién de un monofilamento 3-0 (Johnson&Johnson de México) desplazandolo
ligeramente y ejerciendo una ligera presion en sentido ventral para generar el espacio
necesario que permitiera la introduccidon de otro monofilamento del mismo calibre
previamente flameado (1 segundo), desplazando el émbolo hacia la ACI
aproximadamente 17mm hasta sentir una ligera resistencia en el avance (al mismo
tiempo fue retirado el monofilamento que sirvo de guia). Este evento es indicativo que
el embolo se encuentra en el origen de la ACM (Figura 6); para evitar el movimiento del
embolo a causa de la ventilacidn, se fijé con un punto sencillo (vicryl 3-0) a la porcion
distal de la ACE. Una vez concluidas las 2 h de ICF retiramos el embolo y aplicamos
por 15 minutos gelatina hemostatica (Gelfoan®) en el sitio de la puncién (manejo no
descrito en el modelo original). Finalmente se verific6 la restauraciéon del flujo

sanguineo y se procedié a suturar la incisidn con puntos separados. Cabe mencionar



que el tiempo promedio que se requirié para la ACM’o fue de 45 min; por lo que fue
necesario re-dosificar con Ketamina (50% de la dosis inicial) a todos los pacientes para

el mantenimiento del plano anestésico durante la isquemia.

Oclusién de la Arteria Cerebral “.V-_\

Arteria Cerebral Media

Arteria Cardtida Interna

Introduccién del filamento

Arteria Cardtida Externa

Arteria Carétida Comin

HAC®

Figura 6. Anatomia vascular de la region ventral del cuello y encefalica de la rata; mostrando la

secuencia en forma ascendente para la oclusion de la Arteria Cerebral Media.




Manejo del copolimero

® Se mantuvo en refrigeraciébn de acuerdo a la temperatura recomendada por el
fabricante (Sigma, St. Louis, MO).

® Semanas previas al procedimiento quirargico, fueron pesados 200ug. de
Copaxone® a través de una balanza granalitica y separados en alicuotas para su
preparacion.

® Después de concluir la ICF fue retirada del refrigerador la alicuota y se mantuvo a

temperatura ambiente para su dilucion en 1 ml de SSF.

Caracteristicas de la inmunizacion
Finalizando el procedimiento quirirgico se seleccionaron a los animales de forma
aleatoria para la designacién del grupo experimental. El estudio fue ciego, de tal

manera que el tesista desconocia el tratamiento del grupo experimental.



¥ Cuidados post-operatorios

® Se administraron 5 ml NaCl via Sc en la regién lumbar para la reposicion de liquidos
perdidos durante el procedimiento quirurgico.

® Se colocaron a los animales en cajas adaptadas para el suministro de O, durante 30
minutos y posteriormente fueron trasladados a una jaula sellada herméticamente
con temperatura controlada durante 72 h

® El acceso al agua y alimento fue ad libitum verificando diariamente su consumo.

® Se instaurd un esquema simple de antibioticoterapia con base a la efectividad que
han demostrado las quinolonas en el control de procesos infecciosos en IC (Meisel,
2004) a través de enrofloxacina via IM BID durante 5 dias;.

® EIl tratamiento del dolor post-operatorio consistié en Tartrate de Butorfanol (0.2
mg/kg via Sc BID) durante dos dias (La medicacién se administré después de haber
concluido la primera evaluacién locomotora; con el fin de evitar alteraciones en el
desempeno de las pruebas). Cabe resaltar que no se utilizaron otras opciones
terapéuticas para el manejo del dolor post-operatorio y neuropatico, ya que se
podria presentar un efecto sinérgico (Dippel, 2001) con el tratamiento e influir en los
resultados.

® El estado de salud de los animales se evalud durante todo el proceso experimental.



» Desempeiio locomotor

Las evaluaciones neurolégicas se realizaron 1y 7 dias después de la lesién utilizando
la escala propuesta por Zea Longa y cols. (1989) (Tabla 7). Para evitar alguna
influencia o predisposicidn por parte del tesista (con relacién al efecto terapéutico del
tratamiento), se requiri6 de personal capacitado con desconocimiento del grupo
experimental. Los resultados de la escala neurolégica se obtuvieron a través de la
suma en las respuestas posturales y la capacidad de marcha; donde cero representa

ningun grado de afeccién neuroldgica y cuatro el maximo grado de lesion.

Criterio de exclusion. Debido a la elevada variabilidad anatémica que presenta la
cepa SD en la ACM (Fox., 1993), en algunas ocasiones no se lleva a cabo
adecuadamente la ACM o, por lo que se consider6 como criterio de exclusién aquellos

animales que en la primera evaluacion tuvieran un aprovechamiento locomotor menor a

2 pu ntos.
Tabla 7. Evaluacion Locomotora
0 = Sin déficit neuroldgico (flexion de miembros normal, movimiento completo y apoyo).
1 =Dificultad para extender completamente el miembro toracico izquierdo.

2 =Desplazamiento en circulos hacia la izquierda (déficit neurologico moderado).

3 =Dificultad para extender completamente el miembro toracico derecho (déficit focal severo).

4 =No camina de manera espontanea y presenta alteracion en el estado de conciencia




@ Procesamiento histolégico

Al final del seguimiento correspondiente, separamos a los animales y procedimos a
sedarlos con Xilacina al 2% (10 mg/Kg via IM; Rompun®) y anestesiarlos con
Pentobarbital sédico (40 mg/Kg via intraperitoneal; Anestesal®). Una vez que
verificamos el estado anestésico profundo, administramos 1000 Ul de Heparina via Ip
para evitar la activacién de los factores de coagulacién que pudieran interferir con el
proceso de perfusion tisular; se realizd un bloqueo analgésico en la regidn intercostal
derecha con Lidocaina al 1% (0.2 ml. Pisa®); después de 20 minutos de haber
administrado el anticoagulante, realizamos una toracotomia y cateterizamos la aorta
descendente para perfundir el tejido cerebral; con la ayuda de una bomba peristaltica
infundimos 100 ml de SSF a una velocidad de 30 ml/min seguido de 350 ml de solucién
fijadora (formaldehido). Extrajimos el cerebro y lo colocamos en la misma solucion por
24 h (a temperatura ambiente); posteriormente lo cambiamos a un medio citoprotector
(a temperatura de 4 * C) con sucrosa al 30% por 3 dias. Al completar este periodo
realizamos cortes coronales de 2 mm (a través de una matriz cerebral) y los colocamos
en parafina para su conservacion. Una vez fijado el tejido, se utilizd un criostato para
obtener 3 muestras coronales de 25-um. espaciadas cada 200-uym. Las muestras
histoldgicas fueron colocadas en laminillas previamente gelatinizadas y tefidas con
Eosina & Hematoxilina para su andlisis con un software de imagenes (Image-Pro 3D

Discovery®)



* Técnica de tincion Eosina & Hematoxilina

Hidratacion con alcohol 100° y alcohol 962, 2 minutos cada bafo.

* en agua destilada.

* en Hematoxilina durante 5 minutos.

* en agua destilada y la lavamos con H,O corriente hasta quedar claro.

* en alcohol acido (HCL al 1% mas alcohol de 70°)

* en agua destilada 2 o 3 inmersiones (para frenar la accién del diferenciador).
* en Eosina durante un minuto.

* en agua destilada (limpieza del excedente).

Deshidratamos el tejido con dos bafos de alcohol (96° y 100° respectivamente)
durante 10 minutos.

® Aclaracioén del tejido con dos bafos de Xilol por 10 minutos cada uno.

*Sumergimos las laminillas.



@ Descripcion operativa de las variables

Variables independientes

® ICF aguda con reperfusion. Episodio en el que se provocé la ICF durante 2 h con
un monofilamento (3-0) colocado en el lumen de la ACM, para después retirarlo y se
lleve a cabo el fendbmeno de reperfusion.

® Inmunizacion activa. Copaxone® (200ug/1ml. SSF via Sc.) en la regién

interescapular 1 hdespués de haber concluido las 2 h de ICF

Variables dependientes

® Neuroproteccion. Preservacion del tejido cerebral secundario a la ICF aguda con

reperfusion.

@ Determinacion del infarto
Se consideré area infartada aquella que presentara destruccidon y desorganizacion
(atipico a la que se observaria en un cerebro normal con la tincion de

Eosina/Hematoxilina). El célculo del area del infarto se realiz6 con la siguiente formula:

Medida del area del infarto x (Area total del hemisferio contralateral/Area total del

hemisferio ipsilateral)



Resultados

@ Analisis estadistico

Una vez obtenidos los resultados del monitoreo anestésico, evaluaciones locomotoras
y del analisis histolégico, se comprobd que los datos siguieran una distribuciéon normal
a través del Analisis de Varianza (ANOVA) de una via; los resultados descriptivos
fueron la media, la Desviacion Estandar y el Error tipico de la media (m £ DE); para los
parametros medidos se considero el 99% del intervalo de confianza entre el limite
superior e inferior. La diferencia entre la media de cada grupo se verificd con la prueba
de prueba de Mann-Withney considerando significativa la diferencia estadistica cuando

p <0.05

* Monitoreo Anestésico

En los dos grupos experimentales se presentaron alteraciones en la frecuencia
cardiaca (187.5%£3.5; 176.52.1 m * DE respectivamente) (Grafica 1) y la saturacion de
O. (Grafica 2) durante la primera hora de la isquemia IC y la reperfusion (80+ 0; 76.9

179 m = DE respectivamente).



Registro de la frecuencia cardiaca y saturacion de Ozen
ratas SD durante la ICF

Graficas 1 y 2. Registro de la frecuencia cardiaca y saturacién de O» en ratas SD durante la ICF y 15 minutos
después de la reperfusion; el grupo inmunizado con Copaxone® esta representado por diamantes; por otro lado el
grupo tratado con SSF se encuentra representado por cuadros; en ambos se presentaron alteraciones en la primera
hora de la ICF y veinte minutos después de la reperfusion (frecuencia cardiaca187.5+3.5; 176.52.1 m = DE
respectivamente) saturacién de O»(80x 0; 76.9 +79 m = DE respectivamente).; estos cambios se presentan
frecuentemente cuando se utilizan anestésicos sistémicos para procedimientos quirdrgicos prolongados; asi mismo,

el aporte de Oz a través de mascarillas es inadecuado y favorece a la desaturacion de Oz

Saturacionde O:




@ Evaluaciones neuroldgicas

Un dia después de la ICF el grupo inmunizado con Copaxone® (3.0+0.7 m + DE) asi
como el tratado con SSF (3.2 £ 0.4 m + D.E) presentaron déficits locomotores severos
(Grafica3); sin embargo, siete dias después de la lesion, el grupo de Copaxone®
presentd una recuperacion neuroldgica significativamente superior (1.2 £ 0.4 m £ DE) a

la del grupo tratado con SSF (2.8 £ 0.5 m =+ D.E; p=0.008) (Grafica 3).
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Grafica 3. Déficit neuroldgico en ratas SD 1y 7 dias después de la ICF. Los animales del grupo Copaxone®
fueron inmunizados con 200 ug 1h después de la reperfusién; al mismo tiempo, se administré iinicamente SSF
al grupo control *p= 0.008 vs7 dias SSF(prueba de Mann-Withney) . Las barras representan la media + DE de 6

ratas. El rango del valor minimo y maximo por grupo Copaxone® (1 dia) min 2, max. 4; SSF (1 dia) min 3, max.



4; Copaxone® (7 dias) min 1, max. 2; SSF (7 dias) min 2, max. 3; Estos resultados representan 2 evaluaciones

independientes.

@ Analisis Histoldgico

El analisis histolégico del grupo inmunizado con Copaxone® (Figura 7) presenté menor
porcentaje de infarto (4.8+1.5; m £ DE) en comparacién al grupo tratado con SSF
(32.218.6; m * DE; p=0.004) (Grafica 4). Asi mismo, estos resultados tuvieron una
correlacién significativa con el desempeno neuroldégico de la segunda evaluacion

(r=0.78; p=0.001, correlacién de Spearman).
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Grafica 4 Porcentaje del volumen de infarto en ratas inmunizadas con Copaxone® (Cop-1) o tratadas con SSF

siete dias después de la ACM'o. Los animales inmunizados con Copaxone® presentaron mayor preservacion



del tejido neural comparada con la del grupo tratado con SSF *p=0.004 vs SSF (prueba de Mann-Withney). Las

barras representan la media + DE de 6 ratas. Estos resultados representan dos experimentos independientes

Cortes coronales de ratas SD siete dias
después de la ICF

Figura 7. Fotografia representativa de cerebros tefiidos con Eosina-Hematoxilina. Corte coronal de
rata inmunizada con Copaxone® (A) o tratada con SSF. El grupo de Copaxone® presenté6 menor

infarto comparado con la del grupo SSF.




Discusion

En la restauraciéon del déficit neurolégico causado por la Isquemia Cerebral,
intervienen mecanismos anatémicos, fisiolégicos y terapéuticos (Ward, 2004; Aguilar,
2003; Colino, 2002; Seitz 1998); sin embargo, la recuperacion funcional, no esta
correlacionada necesariamente con la disminucion morfolégica de la lesion (Pantano,
1996). En el presente estudio nuestra hipétesis experimental fue aceptada por la mayor
preservacion de tejido cerebral y desempefio locomotor que presentd el grupo de
Copaxone®; la correlacién entre los resultados, confirman la evidencia acumulada de
investigaciones relacionadas con el efecto neuroprotector de Copaxone® (Hohlfeld,
2007; Dhal, 2006; Aharoni, 2005, 2000,2003; Vieira, 2003; Bakalash, 2005, Butovsky

2006; Ziemssen, 2002, Kipnis, 2003, 2000; Teiteloaum, 1999)

@ Autorreactividad protectoraenlalC

La intervencion del Sistema Inmunoldgico a través de la respuesta innata y/o
adaptativa, se ha relacionado con la activaciéon endotelial (De Vries, 1997; Fukunaga,
2007), dano celular (Grau, 1992; Adamson, 2002; Stolyarov, 2002; Becker, 2003; Price,
2003; Giunti, 2003; Offner, 2006; Wang, 2007), inmunodepresion (Chamorro, 2006;
Vargas 2006; Offner, 2006; Ivan, 2004; Meisel, 2004; Prass, 2003) y neurogénesis
(Hallenbeck, 2006; Yaniv, 2007). Durante la Isquemia Cerebral, el proceso inflamatorio

favorece la perdida funcional de la Barrera Hematoencefalica (Yenari, 2006) y asi



mismo la migracion de LTeact al parénquima cerebral (Strand, 1984; Tarkowski, 1995;
Becker, 1997; Ohta, 2000; Giunti, 2003; Becker, 2003; Frenkel, 2004; Nadareishvili,
2004; Jauch, 2006; Yilmaz, 2006; Ziv, 2007; Gee, 2007); la prevalencia del
microambiente inflamatorio (IL-1, IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a, macrofagos, microglia,
neutrofilos, etc.) y la liberacion de antigenos del SNC a través del MHC, podria
desencadenar eventos de autorreactividad (Schroeter,1994); paraddjicamente la
regulacion funcional de los LTeact después de una lesion aguda al SNC, disminuye el
proceso inflamatorio y favorece la preservacion del tejido neural (Gee, 2007; Hendrix,
2007; Baird, 2006; Hallenbeck, 2006; Schwartz, 2003; Gusev, 2003;Stein, 2003; Kipnis,
20022; Weiner, 2002;Yoles, 2001) (Figura 8). Tradicionalmente los mecanismos de
inmunoneuroproteccion después de la lesién al SNC se han atribuido a los LT. En
estudios pre-clinicos de Isquemia Cerebral, la inmunomodulacion de la respuesta
inflamatoria, a través de la tolerarizacion con antigenos derivados de la mielina (MBP,
MOG) disminuye el tamano del infarto (Becker, 1997, 2003; Frenkel, 2004); asi mismo,
la inmunizacion con copolimeros 24 h después de la isquemia, genera un cambio en la
respuesta neurotdxica de la microglia (Yenari, 2006;Schwartz,2003) y en el fenotipo de
los LT Th1 (pro-inflamatorios) a LT Th2/Th3 (anti-inflamatorios), que favorece la
neuroproteccién y neurogénesis en el hipocampo y la corteza cerebral (Yaniv, 2007).
Copaxone® es el primer polimero terapéutico aprobado por la FDA y agencias
regulatorias Europeas para el tratamiento de las recaidas de la Esclerosis Multiple; se
ha comprobado su efectividad inmunomoduladora al disminuir significativamente el
progreso de la enfermedad (Dhal, 2006) y asi mismo su funcionalidad como antigeno

universal, al inducir la proliferacion in vitro de LT virgenes en pacientes sanos y con



EM (Duda, 2000); estas propiedades han permitido su evaluacién en modelos de
patologias neurodegenerativas, con resultados prometedores para la aplicacién clinica
como es el caso de la encefalitis causada por el virus de la inmunodeficiencia humana
(Gorantla, 2008) o la toxicidad crénica del glutamato en la enfermedad de Alzheimer
(Butovsky, 2006). Asi mismo, en modelos de lesiones agudas al SNC, la inmunizacién
activa con o bien, la transferencia pasiva de LT (eact al copolimero, inhibe la
propagacion del dafo (Kipnis, 2003) a través de la induccion selectiva de LT req
Th2/Th3, mismos que promueven la liberacién de citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 y TGF B) y factores neurotréficos (BDNF,Neurotrofina-3, Factor Inhibidor de
Leucemia, Factor Neurotréfico de las células gliales y Neurturina) in situ (Aharoni,
2000,20083; Vieira, 2003; Hohlfeld, 2007), favoreciendo la remielinizacion y sobrevida de
los precursores oligodendrociticos (Hohlfeld, 2007).; también regula de manera
selectiva la migracion transendotelial de LT Th2 en la Barrera Hematoencefalica
(aparentemente por quimiotaxis) (Prat, 2005) y en las células dendriticas estimula la
produccién de IL-10 provocando cambios estructurales que favorecen su internalizaciéon
al cerebro (en su forma activa), sugiriéndose propiedades neuroprotectoras perse
(Vieira 2003; Liu 2006, 2007). Su efecto neuroprotector después de la lesién en
modelos de EAE (Aharoni, 2005, 2000,1997; Teitelbaum, 1999), Traumatismo
craneoencefalico (Kipnis, 2003), nervio 6ptico (Kipnis, 2000) y Glaucoma (Bakalash,
2005) ha demostrado favorecer la recuperacién anatomofuncional.

Es importante mencionar que a nivel pre-clinico no existe un criterio unificado
para los esquemas de inmunizacidn; por ésta razén, su efectividad terapéutica se lleva

a cabo examinando diferentes vias de administracion (SC, IM, oral, tépica, etc.),



concentraciones terapéuticas (administradas con/sin adyuvante), regiones anatomicas
y ventanas terapéuticas (generalmente inmediatamente después de la lesién) (Aharoni,
2000; Kipnis, 2000, 2002; Liu, 2007); en el presente estudio, la concentracion
nanoterapéutica fue elegida a través de la efectividad que se observo en pruebas de
proliferacion celular de los linfonodos retromandibulares (datos no presentados); para la
inmunizacién se opto por la regién interescapular pensando que la proximidad
anatémica del 6rgano linfoide con el cerebro, favoreceria de cierta manera a que el
reconocimiento antigénico y la expansion de la clona de LT react @ Copaxone®o LT eaci
a la MPP fuera mas eficiente(Figura 8); por otro lado, la ventana terapéutica fue
planeada con base a la analogia clinica de aquellos pacientes que detectan (o
manifiestan) de manera oportuna signologia del ACV (migrana, afasia, paralisis facial,
nausea, vomito, pérdida de la conciencia, etc.) y son trasladados a un centro de
atencidén especializada. Tomando en cuenta que gran parte de los ACV’s (85%) se
origina por la oclusibn aguda (trombos o émbolos) de las principales arterias
cerebrales; el tratamiento que se instaura es la trombolisis con rt-PA o angioplastia
intracraneal (Nogueira, 2007); la restauracién del FSC evidentemente favorecera la
preservacion del tejido que se encuentra bajo penumbra isquémica; sin embargo, se
debe tener en cuenta el fendbmeno de reperfusion. De acuerdo al efecto neuroprotector
demostrado en el presente estudio y en patologias neurodegenerativas, la
inmunizacion con Copaxone® después del ACV disminuiria las consecuencias
inflamatorias y excitatorias de la reperfusion, y en caso de presentarse un nuevo evento
isquémico (Wong, 2002), la respuesta del sistema inmune adaptativo al haber sido

expuesto previamente al "antigeno"; favoreceria a wuna "Autorreactividad



protectora” mas eficiente; asi mismo, es de vital importancia evitar el déficit cognitivo,
la depresion, y la demencia que provoca la IC (lvan, 2004; Linden ,2007); en modelos
de la enfermedad de Alzheimer (Butovsky, 2006) y pacientes con EM, se ha
demostrado que ésta deficiencia puede prevenirse con Copaxone® (Schwid, 2007); por
esta razén, es conveniente valorar su efecto en modelos de IC sin reperfusién en
donde la hipoxia generalizada afecta regiones vulnerables como el hipocampo (Gupta,
2002). En modelos de EAE se ha demostrado el efecto sinérgico de Copaxone® con
farmacos que no estan relacionados con la respuesta del Sl (Stlve, 2006; Giulian,
2005); resultados preliminares en modelos de ICF han observado que la inmunizacion
con Copaxone® en la fase sub-aguda (12 h) y el manejo del dolor neuropatico con
Gabapentina (Neurontin®) o Pregabalina (Lyrica®) favorece la recuperacién funcional
de forma mas eficiente comparada con los tratados Unicamente con Copaxone®
(Jiménez Y, datos sin publicar), por esta razén, se requiere de estudios que determinen
las posibles sinergias con tromboliticos, neuroprotectores y antibiéticos (Vargas, 2006)
aprobados para el tratamiento de los ACV’s isquémicos; valorando los siguientes
aspectos:

1.- Ventanas terapéuticas en la fase sub-aguda de la lesion, de tal forma que sea lo

mas apegado a la eventualidad clinica.

2.-Evaluacion terapéutica en diferentes cepas (tomando en cuenta la gran diversidad
genética de la patologia) a mediano y largo plazo implementando esquemas basicos y

complementarios de vacunacién.

Mecanismo de accion propuesto para Copaxonee en la ICF
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Figura 8. La inflamacién en la IC provoca ruptura de la BBB favoreciendo el ingreso de leucocitos al
parénquima cerebral; la liberacién de citocinas inflamatorias y antigenos locales podria ocasionar la
activacion de LTreact a los componentes de la mielina. La inmunizacién con Copaxone® en la region
interescapular facilita el reconocimiento antigénico y la presencia de LTreg Th2/Th3; promoviendo la
liberacién de citocinas anti-inflamatorias y factores neurotréficos in situ; asi mismo, la presencia de
Copaxone®en el sitio de la lesién incrementa el efecto de la neuroproteccion perse y contribuye a la

restructuracion de la BBB (Vieira 2003; Liu 2006, 2007).

Finalmente la relevancia de este estudio es la neuroprotecciéon anatomofuncional que
se observo en la fase sub-aguda de la lesién con una sola inmunizacion (sin el uso de

adyuvantes)



Conclusiones

1) La inmunizacién con Copaxone ® en ratas SD disminuye el &rea de lesién cerebral
y favorece la recuperacion funcional 7 dias después de la Isquemia Cerebral

Focal.

2) No se requirieron de adyuvantes para aumentar el efecto inmunogénico de

Copaxone®
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