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RESUMEN

En la actualidad no se cuenta con estrategias terapéuticas efectivas para
restablecer la funcién neurolégica después de una lesion trauméatica de médula
espinal (LTME), debido a la complejidad para regular los mecanismos de dafio
secundario, asi como a la baja capacidad de regeneracion espontanea que se
observa en el sistema nervioso central (SNC) maduro. Después de una LTME el
dafio se incrementa por la accion de mecanismos autodestructivos, entre los
cuales la apoptosis, la excitotoxicidad, la inflamacién y el estrés oxidativo juegan
un papel muy importante. En el presente trabajo se evaluo el efecto antioxidante
de la dapsona administrada sola y en combinacion con el probenecid en un
modelo de LTME en ratas. Se ha reportado de manera reciente el efecto
neuroprotector de la dapsona actuando como antiinflamatorio, antiapoptético, anti-
excitotoxico y antioxidante en modelos experimentales de infarto cerebral y LTME
en ratas. Por otra parte el probenecid es un farmaco que se emplea como
uricosurico, sin embargo, en un estudio previo se demostré su capacidad para
favorecer el bloqueo de la salida de acidos organicos en el espacio extracelular
cerebral. Para evaluar el efecto antioxidante de estas terapias farmacoldgicas, se
realizo un estudio experimental aleatorizado en ratas a las que se les practicé una
LTME por contusion moderada, posteriormente se evaluo la peroxidacion de
lipidos asi como los niveles de glutation reducido y oxidado presentes en el
epicentro de la lesiéon en cada uno de los grupos experimentales y estos fueron
comparados con los encontrados en el grupo control (sin tratamiento), por otra
parte, los grupos lesionados que recibieron tratamiento fueron comparados con el
grupo lesionado que no recibié tratamiento. Los resultados demostraron que la
dapsona es un buen candidato para ser empleado como farmaco neuroprotector
en la lesion traumatica de médula espinal al disminuir significativamente la
cantidad de lipoperoxidacion. La administracion de probenecid no tuvo efecto
significativo sobre la lipoperoxidacién La combinacion de dapsona-probenecid no
mostré ser una buena terapia para la lesion traumatica de médula espinal. El
glutation no tuvo una importante participacion en la médula espinal, y no fue la

defensa antioxidante de eleccion en la lesion traumética de médula espinal.

Vi



ANTECEDENTES

1.1. Generalidades del Sistema Nervioso

El sistema nervioso es uno de los mas complejos sistemas y aparatos del
organismo. Consiste en una red intrincada y altamente organizada de miles de
millones de neuronas y de células gliales. Entre las estructuras que forman el
sistema nervioso se hallan el encéfalo, los nervios craneales y sus ramas, la
médula espinal, los nervios espinales y sus ramas, los ganglios nerviosos, los

plexos entéricos y los receptores sensitivos (1).

El sistema nervioso lleva a cabo un complejo conjunto de tareas que pueden ser
agrupadas en tres funciones basicas:

e Funcidn sensitiva: Los receptores sensitivos detectan estimulos internos y
los externos. La neuronas denominadas sensitivas o aferentes transportan
esta informacion hacia el encéfalo y hacia la médula espinal a través de
nervios craneales y espinales

e Funcidn integradora: El sistema nervioso procesa la informacion sensitiva
analizando y conservando parte de ésta y tomando decisiones para
efectuar las respuestas apropiadas.

e Funcién motora: Una vez que la informacion sensorial ha sido procesada
(integrada), el sistema nervioso puede generar una respuesta motora
adecuada. Las neuronas que cumplen esta funcion se denominan
neuronas motoras o eferentes. Las neuronas motoras llevan informacion
desde el cerebro hacia la médula espinal o a los efectores (musculos y

glandulas) (1).

Las dos subdivisiones principales del sistema nervioso son el sistema nervioso
central (SNC), formado por el encéfalo y la médula espinal y el sistema nervioso
periférico (SNP), compuesto por los pares craneales que salen del encéfalo y los

nervios raquideos, procedentes de la médula espinal (2).



1.2. El sistema nervioso central

1.2.1. Encéfalo
El encéfalo estd formado por un enorme numero de neuronas de asociacion y

neuroglia acompafiante que se organizan en regiones y subdivisiones. Estas
neuronas reciben informacion sensitiva, dirigen la actividad de las neuronas
motoras y llevan a cabo funciones encefalicas tan elevadas como el aprendizaje y

la memoria (2).

Funciones de los I6bulos cerebrales (Figural):
Frontal: Control motor de los musculos esqueléticos; procesos
intelectuales superiores (concentracion, planificacion, toma de decisiones);
comunicacion verbal.
Parietal: Comunicacibn somatestésica (sensaciones cutaneas Yy
musculares), comprension de lenguaje y formaciéon de palabras para
expresar pensamientos y emociones; interpretacion de formas y texturas.
Temporal: Interpretacion de sensaciones auditivas; almacenamiento
(memoria) de experiencias auditivas y visuales.
Occipital: Integracion de los movimientos para enfocar la mirada;
correlaciéon entre imagenes visuales y experiencias visuales previas y otros
estimulos sensitivos; percepcion consciente de la vision.

insula: Memoria; integracion sensitiva (principalmente dolor) y visceral.

Lobulo parietal )}
Lébulo frontal

o5 N4
A PSR

Y

Lébulo occipital

T

Lébulo temporal

Figura 1. Representacion del encéfalo con los I6bulos cerebrales (2).



Las neuronas son las unidades anatomicas y funcionales béasicas del sistema
nervioso. Estan especializadas en la respuesta a los estimulos fisicos y quimicos,
en la conduccion de impulsos electroquimicos y en la liberacién de reguladores
quimicos. Gracias a estas actividades, las neuronas hacen posible la percepcion
de estimulos sensitivos, el aprendizaje, la memoria y el control de los musculos y

las glandulas (2).

La neurona esta constituida principalmente por (Figura 2):

-Cuerpo celular o soma. A partir de este nacen multiples propagaciones
ramificadas que constituyen las principales areas receptoras de las
neuronas. Ademas brinda gran parte de la nutricion que se requiere para

conservar la vida de la neurona.

-Dendritas. Son ramificaciones del soma y son las partes receptoras

principales de la neurona.

-Ax0n. Es la parte de la neurona llamada fibra nerviosa. Estos transmiten

las sefiales nerviosas a otras células (4).

Niigleo Dendrita

Nédulo de Ranvier

Nucleo de la célula

{ ; / de Schwann
Cuerpo )
celular Region > )
H mielinizada | £ | Axon
Monticulo

del axén Region

amielinica . —_:—1
Mielina

Figura 2. Principales componentes de la neurona (2).



Clasificacion de las neuronas

Las neuronas pueden clasificarse segun su funcién o estructura. La clasificacion
funcional se basa, en la direccién en la que conducen los impulsos.

Las neuronas sensitivas o aferentes conducen impulsos desde los receptores
sensitivos periféricos hasta el SNC.

Las neuronas motoras o eferentes, conducen los impulsos desde el SNC hacia
los 6rganos efectores (musculos y glandulas).

Las neuronas de asociacion o interneuronas, se encuentran en su totalidad en el
interior del SNC, donde ejercen funciones asociativas o de integracion del sistema
nervioso (2).

La clasificacion estructural de las neuronas depende del numero de
prolongaciones que emite el cuerpo celular.

Las neuronas unipolares tienen una unica prolongacion corta que se divide en
forma de T para formar un par de prolongaciones mas largas.

Las neuronas bipolares tienen dos prolongaciones en cada uno de sus extremos.
Las neuronas multipolares que son las mas frecuentes, tienen varias dendritas y

un solo axén que nace del cuerpo celular (2).

En el SNC los grupos de cuerpos neuronales (con sus dendritas y proporciones
proximales de sus axones) constituyen la sustancia gris, mientras que los grupos

de los axones, en su mayor parte mielinizados, conforman la sustancia blanca.

El impulso nervioso consiste en una onda de despolarizacion y repolarizacion que
se autopropaga a lo largo de la membrana plasmatica de una neurona; también
llamado potencial de accion nervioso. Cada neurona constituye una entidad
separada y distinta. Las terminaciones axonales de cada neurona al tener contacto
con las dendritas y los cuerpos celulares de otras neuronas forman una sinapsis,
la cual tiene la funcién de transmitir el impulso nervioso de una neurona a otra
formando vias nerviosas cortas o largas. Las sinapsis pueden ser quimicas si la
comunicacion esta mediada por neurotransmisores 0 eléctricas si esta mediada

por iones y las membranas estan acopladas eléctricamente.



Las células de sostén y aislamiento, sostienen a las neuronas en su sitio e impiden
gue se extiendan las sefiales entre las células y sus estructuras intracelulares que

de manera colectiva se llaman neuroglia o células gliales en el SNC (4).

Las células de la neuroglia en el SNC se dividen en (Figura 3):
Oligodendrocitos: Son células de tamafio intermedio, se encuentran en
intima relacién con los axones y los somas neuronales. Desempefian un
papel importante en la formacion y mantenimiento de la vaina de mielina de
las fibras nerviosas del SNC.
Astroglia: Son las células mas grandes del tejido glial, tienen forma de
estrella, estan involucradas en el metabolismo neuronal y nutricion de las
neuronas, colaboran en la neurotransmision y se encargan de la regulacion
de diversos sustratos y precursores para la sintesis de citocinas. También,
participan junto con la microglia en actividades fagociticas, eliminando
restos de tejido nervioso en degeneracion.
Microglia: Son las células mas pequeiias de la glia y su funcion es
responder como células inflamatorias cuando existe un estimulo traumatico
o infeccioso sintetizando citocinas (3).
Células ependimarias: Revisten a los ventriculos (cavidades) del encéfalo

y el canal central de la médula espinal (2).

Capilar

Neuronas

Astrocito

Oligodendrocito

Pies — Axones

perivasculares

Vaina de mielina
Células
ependimarias

Liquido Microglia

cefalorraquideo

Figura 3. Células de la neuroglia (2)



1.2.2. Médula espinal

La médula espinal se extiende desde el agujero occipital del craneo hasta la
primera vértebra lumbar (2). Est4 envuelta y protegida por unas capas de tejido
conectivo, llamadas meninges, y por el liquido cefalorraquideo (LCR) que hay
entre éstas. La médula espinal tiene una regién central de tejido que contiene
células nerviosas y est4d rodeada por conductos largos de fibras nerviosas
compuestas de axones. Los conductos se extienden hacia arriba y hacia abajo,
transmitiendo sefiales hacia y desde el cerebro. El interior de la médula esta
compuesto de neuronas, sus células de apoyo llamadas glia y vasos sanguineos.
Las neuronas y dendritas se encuentran en una region en forma de H llamada
sustancia gris. Esta sustancia de la médula espinal contiene neuronas motoras
que controlan el movimiento y las interneuronas de menor tamafo que manejan la
comunicacion al interior. Rodeado de la sustancia gris se encuentra la sustancia
blanca. La mayoria de los axones estan envueltos en una sustancia aisladora
llamada mielina, la cual permite que las sefiales eléctricas se muevan libre y
rapidamente ocupando la mayor parte de la sustancia blanca. La mielina tiene una
apariencia blanquecina, por lo cual se le llama a esta seccion sustancia blanca
(Figura 4) (5).

Sustancia blanca
- Sustancia gris

. /'J \ / \7\

Surco medio posterior
Canal central

Raices posteriores Vi, "//; Fisura media anterior

PIAMADRE

Raiz posterior
Ganglio de la raiz

Nervio espinal .

Raiz anterior Espacio subaracnoideo

ARACNOIDES

Raices ateriores

DURAMADRE

Figura 4. Estructura de la médula espinal (6).



Columna vertebral

La columna vertebral forma el eje central del cuerpo, estd compuesta de 33
vértebras: 7 cervicales, 12 toracicas, 5 lumbares, 5 sacras y 4 coccigeas; unidas
por ligamentos y cartilagos. Esta constituida por numerosas unidades funcionales
moviles entre si; las vértebras, los discos intervertebrales, los tendones y los
musculos (6). Los huesos estan alineados uno encima del otro y se extienden a lo
largo del foramen creado por la unién de esas vértebras. Las vértebras estan
organizadas en secciones y son identificadas y enumeradas de arriba hacia abajo
de acuerdo con su ubicacién a lo largo de la espina dorsal. Las funciones de la
columna vertebral son: proporcionar soporte estructural al tronco, rodear y
proteger la médula espinal, proporcionar puntos de union para los musculos de la

espalda y para las costillas asi como articular los movimientos del tronco (Figura

5) (7).

“ )
S } 7 vértebras cervicales
o
RN
& 12 vértebras toracicas
- _‘_ w

> 7 vértebras lumbares

!
1
\

1

7

Sacro

Coccix ——
Figura 5. Columna vertebral. Se observa el posicionamiento de las vértebras, en funcién de sus
diferentes niveles: Vértebra cervical (1-7) situada en el cuello. Vértebra toracica (1-12) parte
superior de la espalda (unida a la caja toracica).Vértebra lumbar (1-5) parte inferior de la espalda.
Vértebra sacra (1-5) &rea de la cadera. Vértebra coccigea (1-4 fusionadas) en el coccix (6).
Las vértebras difieren en tamafio y forma, pero, en general, su estructura es
parecida. Vistas desde arriba, constan de un cuerpo del cual salen 2
prolongaciones cortas y gruesas llamadas pediculos dirigidos hacia atras, uno de

cada lado, hasta unirse con las ldminas que se unen posteriormente y forman el



arco vertebral o neural. Este arco cierra el agujero espinal o vertebral. Cada
vértebra tiene 7 apdfisis: 4 articulares, 2 para hacer la conexion con el hueso de
arriba y 2 para hacerla con la de abajo; 2 transversas; 1 de cada lado donde se
unen la lamina, el péndulo y 1 apdfisis espinosa (Figura 6) (6).

Médula espinal Apofisis articular
;‘") rsupeﬁor

B & —Apdfisis
o : transversa

?{?{f;. 2
-

/\

Apofisis
espinosa

Disco 1ntervertebral
Cuerpo vertebral

Carilla costal

Figura 6. Vértebras espinales donde se muestran sus componentes principales (6).

Meninges

Las meninges son tres capas de tejido conectivo que revisten a la médula espinal
y el encéfalo (figura 5). Las meninges espinales rodean a la médula y se
contindan con las meninges craneales, las cuales envuelven al encéfalo. La mas
superficial de las tres meninges espinales es la duramadre, compuesta por tejido
conectivo denso irregular. La meninge media es una membrana avascular
denominada aracnoides por la disposicién similar a la de una tela de arafa, que
presentan las fibras colagenas y algunas fibras elasticas. Entre la duramadre y la
aracnoides se halla el espacio subdural que contiene liquido intersticial. La mas
interna de las meninges es la piamadre, una fina y transparente capa de tejido
conectivo que se adhiere a la superficie de la médula espinal y al encéfalo, esta
compuesta por manojos intercalados de fibras colagenas y algunas finas fibras
elasticas. En la piamadre hay gran cantidad de vasos sanguineos que abastecen
de oxigeno y de nutrientes a la médula espinal. Entre la aracnoides y la piamadre

se haya el espacio subaracnoideo, que contiene el liquido cefalorraquideo (1).



1.2. Epidemiologia de la lesion traumética de médula espinal (LTME)

En la actualidad las enfermedades discapacitantes han cobrado mayor
importancia (8). Dentro de ellas se encuentra la LTME que es un padecimiento de
consecuencias devastadoras y discapacitantes ocasionado por el dafo irreversible
qgue se genera sobre la funciébn neurolégica y es considerado un problema de
salud publica (9).

De acuerdo a la intensidad con la que se produce el dafio, la LTME ocasiona
alteraciones estructurales y funcionales que oscilan desde el blogueo transitorio de
la conduccion de los impulsos nerviosos, hasta la pérdida total de las funciones
motora y sensitiva por debajo del sitio dafiado, en la paraplejia se afecta a
miembros inferiores y en la tetraplejia se afecta a miembros inferiores y

superiores (10).

Este problema afecta biosicosocialmente al individuo, quien regularmente se
encuentra en etapa productiva y en muchas ocasiones resulta una carga no

solamente para él mismo sino también, para la familia y la sociedad (8).

Las caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes con LTME son muy similares,
la mayoria de las lesiones ocurren entre las edades de 16 y 30 afios (12), existe
un segundo pico de edad en pacientes de edad avanzada que se lesionan a
consecuencia de las caidas, esto lleva a un segundo rango de 55 a 74 afos
considerandose una causa alta de los ingresos hospitalarios (11). La mayor
incidencia se presenta en la poblacion masculina en una relaciéon 4 a 1 con

respecto a las mujeres (13).

Las causas de la LTME (figura 7), se deben principalmente a accidentes
automovilisticos (50.4%), seguida de caidas de altura (23.8%), violencia (11.2%),
accidentes deportivos (9%) y otros (5.6%) (15); sin embargo, éstas causas varian

de pais a pais y dependen de factores sociales y econémicos (11).



Accidentes Otros, 5.6%
deportivos, 9%

Figura 7. Causas de lesiones trauméticas de méula espinal.

En México se report6 en 1998 que la relacibn hombre mujer es de 6 a 1.
Presentando el pico maximo de edad a los 30.1 para ambos sexos. En este
mismo estudio se reporté que la incidencia de la lesién medular es de 18.1 x millén

de habitantes por afio (14).

Por todo lo anterior, la LTME representa un gasto econémico elevado que
comprende el ocasionado por el tratamiento inicial y el del manejo para reintegrar
socialmente a los pacientes, incluyendo las terapias de rehabilitacion, los aparatos

ortopédicos, las sillas de ruedas y las adaptaciones especiales requeridas (12).
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1.4. Fisiopatologia de la LTME

En la actualidad el estudio sobre la fisiopatologia de las lesiones medulares se ha
extendido y adquiere gran importancia ya que el SNC presenta cambios

irreversibles que obstaculizan la regeneracion nerviosa (16).

Existen diversos problemas en una LTME, debido al dafio mecanico primario, asi
como a los mecanismos secundarios de lesion. El dafio inicial se ubica en el
epicentro que induce un proceso de isquemia e inflamacion que provoca una
muerte neuronal primaria (17). Posteriormente, la lesion se extiende produciendo
una serie procesos autodestructivos que contribuyen al dafio secundario después
de una LTME, incluyendo alteraciones en la perfusion microvascular, la muerte
celular necrética y apoptética asi como la generacion de radicales libres y la
peroxidacion de lipidos (18).

Debido a todos estos procesos, en la médula espinal dafiada ocurre una
secuencia temporal de cambios anatomopatoldgicos luego de una LTME (Figura

8), se divide en fases: aguda, subaguday cronica (17).
Fase aguda

En esta fase el trauma de la médula espinal destruye la barrera hematoencefalica
y los vasos sanguineos locales, ocasionando una alteracion en la
microvasculatura de la sustancia gris, induciendo hemorragias petequiales. Se
presenta edema debido a las células sanguineas y las proteinas del suero que
invaden el area lesionada. La destruccion de los capilares causa isquemia, asi
como anoxia e hipoglucemia. La necrosis asi como la degeneracion de la mielina
de los axones dafiados sigue de 8 a 24 h y trascurridas las 48 h los fagocitos
sanguineos se acumulan localmente para eliminar la mielina degenerada y otros

residuos celulares. (16)

La hidrdlisis de fosfolipidos causa liberacion y oxidacion de &cidos grasos
polinsaturados asi como la produccion de radicales libres (19). El origen de las

especies reactivas de oxigeno después de una lesién en la médula espinal se
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debe a la actividad de los macrofagos sanguineos que atraviesan la barrera
hematoencefélica (BHE) destruida (16). Los radicales libres de oxigeno acaban
con las proteinas, lipidos y acidos nucleicos la cual permite la formacién de
lipoperéxidos y destruyen las membranas celulares de células no dafiadas (20).

Fase subaguda

En esta fase sobreviene la reactividad de las células gliales como consecuencia
de la necrosis, la hemorragia e isquemia local posteriores al trauma medular. El
tejido neural (neuronas y glia) cercano al area lesionada presenta actividad
eléctrica y funcional deprimidas. Se formaran zonas de penumbra isquémicas en
las que se tendra lugar la muerte neuronal secundaria la cual es la responsable de

la pérdida de la funcién neuronal (21).

Posteriormente se forma la “cicatriz glial”, que consiste en una acumulacion de
astrocitos fibrosos hipertroficos en la superficie de la lesion, denominados
astrocitos reactivos. La glia reactiva representa el intento del sistema nervioso por
aislarse de las influencias incontroladas del resto del organismo, reconstituyendo
una nueva glia limitante o cicatriz glial y constituye el mayor obstaculo para la

restitucion de las conexiones lesionadas (16).

Las neuronas que han perdido su inervacion original son inervadas por neuronas
cercanas no dafiadas, lo que en general no conduce a la recuperacion de la
funcién primitiva. Esta barrera implica un obstaculo para el restablecimiento de

nuevas conexiones (21).

La activacion microglial es un proceso graduado que depende de la severidad de
la lesion, empieza en la zona central de la medula espinal y se extiende a la

sustancia gris y blanca adyacente (22).

Ademas en esta fase ocurre infiltracion de células inflamatorias que invaden e

inducen neurofagia (23) (24) y astrofagia (25) que fagocitan el tejido muerto.
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Fase crénica

Durante la fase cronica, el proceso degenerativo de la médula espinal contindia y
se extiende a lo largo del sitio de lesion primaria. La destruccién neuronal se
extiende en tiempo y espacio. Se conforman zonas de penumbra isquémica en las
gue tendra lugar la muerte neuronal secundaria donde se formaran las cavidades

y los quistes, formados por glia reactiva (17).

El trauma causa muerte, tanto de neuronas como de células gliales, destruccion
de vasos sanguineos y lesion de tractos axonales, debido a que las neuronas
muertas no son remplazadas (21).

Los axones pierden mielina y la desmielinizacion se incrementa después de dos
semanas (26), debido al efecto de las células inflamatorias que entran en una
segunda fase de migracion. Algunas fibras presentan degeneracion walleriana y

pérdida de diametro axonal (27), causando un déficit neurolégico permanente.
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Lesion primaria
Dafio mecanico

EVENTOS DE DANO DESPUES DE UNA
LESION TRAUMATICA DE MEDULA ESPINAL

Lesion secundaria
Mecanismos
autodestructivos

—

— De inicio a minutos

Alteraciones vasculares (hemorragia,
trombosis, edema, isquemia y necrosis)
Alteraciones metabdlicas (disminucion
de ATP y despolarizacién de la
membrana)

I——» De minutos a horas

Estrés oxidativo (dafio a los lipidos de
las membranas celulares, proteinas y
ADN)

Excitotoxicidad (liberacién exacerbada
de neurotransmisores excitadores como
glutamato y aspartato)

— De horas a semanas

Inflamacion (incremento de
macrofagos, neutrofilos, linfocitos T,
microglia y astocitos reactivos)
Apoptosis (muerte celular programada)

— De semanas a meses

Desmielinizacion
Degeneracion Walleriana
Muerte de oligondrocitos
Formacion de la cicatriz glial

Figura 8. Se muestran los principales eventos de dafio secundario que se desencadenan después
de una lesién traumética de la médula espinal (modificada 28).
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1.5. Mecanismos de dafio secundario en la LTME

Desequilibrio electrolitico

Después de una LTME se produce una desregulacion iénica, que incrementa la
concentracion de los iones sodio (Na*) y el calcio (Ca?") intracelulares y disminuye
la concentracion de los iones de potasio (K*) y magnesio (Mg®); esto lleva a una
despolarizacion de la membrana neuronal y al acarreo de moléculas de agua
asociadas con los iones Na* y Ca®*lo que produce edema (29)(30).

La despolarizacion iénica de las neuronas sobrevivientes genera que los canales
de Ca* dependientes de voltaje se abran, e ingresen grandes cantidades del i6n
a la célula; activando diferentes enzimas como: proteasas, endonucleasas y
lipasas (31). Las proteasas y fosfolipasas destruyen los componentes celulares,
entre ellos la mielina, con lo cual se favorece el proceso de desmielinizacion y con

ello la falla en la conduccién del impulso nervioso (32).

Anomalias vasculares

Las alteraciones vasculares y la isquemia son un aspecto importante en la lesion
secundaria. La alteracion mecanica de la microvasculatura causa hemorragia
petequial y trombosis intravascular, que en combinacion con vasoespasmo en los
vasos intactos y edema en el sitio de la lesion puede conducir a la hipoperfusion
profunda local e isquemia (33).

Las fosfolipasas actian sobre el acido araquidonico; el cual a través de la
activacion de prostaglandinsintasa se metaboliza en sustancias vasoactivas como
prostaglandinas (PGs), tromboxanos A, (TXA;) y leucotrienos (Lts); las cuales
tienen un efecto vasoconstrictor que incrementa la isquemia en la sustancia gris
por falta de oxigeno y glucosa. Los cambios en el flujo sanguineo y la
hipoperfusion postraumatica afectan principalmente a la sustancia gris e inducen
muerte neuronal primaria (34). Después del periodo de isquemia, la médula
espinal es sometida a un periodo de reperfusion donde existe un aumento
significativo de oxigeno, en el cual los radicales libres generados conducen a un

dafno secundario (35).
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Excitotoxicidad

La liberacion de glutamato y la acumulacion de este se produce rapidamente
después de la LTME en respuesta a la isquemia y la despolarizacién de la
membrana. El glutamato es el neurotransmisor excitador mas prevalente en el
SNC vy juega un papel predominante en la transmision sinaptica del cerebro, que
actla sobre los receptores ionotropicos y metabotropicos del tipo N-Metil-D-
aspartato (NMDA) y  &cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico
(AMPA)/kainato a través de los cuales pasan Ca®'y Na* (36).

Después de una LTME las neuronas que mueren vierten su contenido de
glutamato al espacio extracelular en grandes cantidades generando un estado
excitotoxico (37), que lleva a una excesiva estimulacion de los receptores NMDA
y AMPA que trae como consecuencia un aumento de la concentracién de Ca?*
intracelular, (38) que puede desencadenar una multitud de procesos dependientes
de calcio, alterando asi el metabolismo celular. Estos procesos incluyen la
activacion de enzimas liticas, tales como la calpaina, fosfolipasa A, Yy
lipooxigenasa, la generacion de radicales libres y la desregulacion de la

fosforilacidon oxidativa que conduce a la muerte apoptoética de las células (18).

Radicales libres y peroxidacion lipidica

La hidrdlisis de los fosfolipidos causa la liberacion de los &acidos grasos
polinsaturados asi como la produccion de especies reactivas de oxigeno. En la
médula espinal lesionada, la muerte eritrocitaria provee una fuente de hierro que
cataliza la formacion de éstos radicales libres (16) que pueden causar la oxidacion
progresiva de los acidos grasos en las membranas celulares (peroxidacion
lipidica), este proceso se propaga a través de la superficie de la célula (36).

Este estrés oxidativo puede llegar a desactivar enzimas clave en la cadena
respiratoria mitocondrial, alterar el ADN y las proteinas asociadas al ADN, que
pueden llegar a inducir el colapso metabdlico y la posterior muerte necrética y

apoptética de la célula (18).
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Respuesta inflamatoria

La inflamacion es una defensa universal y una respuesta reparadora a la lesion
tisular (40); esta respuesta implica componentes celulares, tales como neutréfilos,
macrofagos y células T, y los componentes no celulares, citocinas,
prostaglandinas y complemento. Después de una LTME, el sitio de la lesion es
rapidamente infiltrado por la transmision sanguinea de neutréfilos, que secretan
enzimas liticas y citocinas que pueden llegar a dafar los tejidos locales (41). La
liberacion de mediadores proinflamatorios como las interleucinas 1y 6 (IL-1, IL-6),
el factor de necrosis tumoral (TFN a) y proteinas inflamatorias de los macréfagos
(MIP)-1a y B también pueden contribuir al dafo tisular (Figura 9) (42)(43).

Anomalias
vasculares e
isquemia

/\

Muerte .
Excitoxicidad necrot:ca y \  Inflamacién

Radicales libres
y
Peroxidacion
lipidica

Figura 9. Representacion del dafio secundario después de una LTME. El traumatismo
inicia con una serie de procesos interrelacionados que contribuyen a la muerte necrética y
apoptdtica de las células dentro de la médula espinal (modificada 18).
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1.6. Generalidades del estrés oxidativo

1.6.1. Estrés oxidativo
En los seres vivos existe un equilibrio interno entre la produccion de radicales

libres y la accion de los antioxidantes. La pérdida del balance entre condiciones
oxidantes y defensas antioxidantes puede deberse a un aumento en la produccion
de especies reactivas de oxigeno, a una disminucibn en los sistemas
antioxidantes, o a una combinacién de estos factores. A tal condicion se le

denomina estrés oxidativo (Figura 10) (44).

Defensas
antioxidantes

Radicales
Libres

Figura 10. Representacion del equilibrio redox (44).

Este estado se caracteriza por un aumento en los niveles de radicales libres y
especies reactivas, que no alcanza a ser compensado por los sistemas de defensa
antioxidantes causando dafio y muerte celular. El dafio oxidativo tiene como diana
todo tipo de moléculas biologicas, incluyendo lipidos, proteinas, hidratos de
carbono y ADN; lo que conduce a fendmenos de peroxidacion lipidica, oxidaciéon y
fragmentacion de proteinas e hidratos de carbono, mutagénesis, carcinogénesis y

lesiéon de las membranas celulares (45).
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En la actualidad el estrés oxidativo es considerado un factor clave en diversas
enfermedades crénicas y desordenes neurodegenerativos (46).

1.6.2. Radicales libres y especies reactivas

Los radicales libres (RL) son moléculas que en su estructura atbmica presentan un
electrén no apareado (aquél que ocupa una Orbita atobmica o molecular por si
mismo), pueden existir de forma independiente y debido a la inestabilidad de su
configuracion electrénica, son generalmente muy reactivos. Esta reactividad es la

base de su toxicidad y de su corta vida media (45).

La generacion de RL no se relaciona siempre con su toxicidad debido a que la
funcidn que desarrollan presenta dos caras opuestas, por un lado acttan como
mediadores y reguladores a concentraciones fisiologicas, mientras que a
concentraciones elevadas pueden actuar como potentes oxidantes citotdxicos
47).

En los sistemas vivos se generan muchos tipos de radicales libres, siendo los mas
conocidos los radicales de oxigeno. Se utiliza el término Especies Reactivas de
Oxigeno (ERO) para referirse a las especies derivadas del oxigeno. En la
naturaleza también se pueden encontrar las Especies Reactivas de Nitrogeno
(ERN), del Cloro (ERCI) y del Bromo (ERBr) (48).

Nuestro organismo esta expuesto a una gran variedad de ERO y ERN que pueden
generarse a partir de fuentes enddgenas, relacionadas con el metabolismo de
oxigeno y con las diversas reacciones de defensa de nuestro sistema
inmunoldgico, o de fuentes exdgenas, como el tabaco, la contaminacion del aire,

la radiacién ultravioleta (UV), el ozono y ciertos medicamentos (49).

Aunque la exposicién a las ERO procedentes de fuentes exdgenas es muy
elevada, la exposicion a fuentes endégenas es mucho mas importante y extensa,
debido a que es un proceso que se da en forma continua en las células de nuestro

organismo a lo largo de la vida (50).
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1.6.3. Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno (O,) es indispensable para los organismos aerobios, sin embargo, a
altas concentraciones o bajo ciertas condiciones llega a ser téxico. La toxicidad del
O, se explica debido a la formacién de las ERO.

Estas especies derivadas del O, son altamente reactivas, la mayor parte del O
gue consumen los organismos aerobios se reduce a H,O por el complejo de la
citocromo oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial. Esta reduccion parcial
del oxigeno molecular conduce a la generacion de ERO (51).

i e + 2H* e +H* e+ H*

N\

Radical Superéxido H,0

Perdxido de Hidrogeno

Radical Hidroxile

Figura 11. El O, posee dos electrones desapareados; la adicién de un electron al oxigeno produce
superéxido; de dos electrones produce peréxido de hidrégeno y de tres electrones produce el
radical hidroxilo, altamente reactivo (73).

Oxigeno singulete

El oxigeno singulete (*0,) se forma cuando uno de los electrones desapareados
del oxigeno absorbe energia e invierte su rotacion. Cuando esto sucede, se
aparea con el otro electrén libre. El 'O, es muy reactivo y es capaz de reaccionar
con muchos compuestos celulares como membranas plasmaticas, ADN,

proteinas, y lipidos (52).

Anidn superdxido

El anién superéxido (O27) se forma cuando el O, capta un electrén. Esto ocurre en
todos los organismos que respiran, ya que una pequefa parte de los electrones
gue pasan por la cadena respiratoria salen de ésta y son captados por el O,. El
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O," también puede ser producido por enzimas como la NADPH oxidasa, xantina
oxidasa (XO), lipooxigenasa (LOX) y la P4so oxidasa. El O,” es poco reactivo,
reacciona con las quinonas, los fenoles, hierro libre o unido a algunas proteinas y

también con otros radicales (51).

Peréxido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno (H.O;) se forma por la actividad enzimatica de la
superoxido dismutasa. Aunque no es un radical libre, tiene una gran lipofilicidad
qgue le permite atravesar las membranas celulares y reaccionar con el anion
superoxido en presencia de metales de transicion, para generar el radical
hidroxilo. Por esta razon se le considera un oxidante importante en las células de

los organismos aerobios (53).

Radical hidroxilo

El radical hidroxilo (OH’) es altamente reactivo causando mas dafio que cualquier
otra ERO, pero es muy inestable, por lo que su tiempo de vida es muy corto e
interactlia con las moléculas mas cercanas a él. La formacion del OH" se puede
lograr facilmente por la reaccion de Haber-Weiss (Figura 13) entre el O, y el H,0,
catalizada por un metal de transicion o a través de la reaccion de Fenton (Figura
12) cuando el H,O, acepta un electron desapareado de un metal de transicion

como el Fe?* o el Cu®*, entonces se fragmenta y forma el OH"y el ibn OH™ (51).

0, +Fe** —» 0,+ Fe®
Fe’* + H,0, —> Fe* + HO" + OH
Figura 12. Reaccion de Fenton (59).

Fe®*+0, —> Fe* +0,"
02._+ H,O, —» O, + HO  + HO
Figura 13. Reaccién de Haber-Weiss (59).
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1.6.4. Peroxidacién lipidica

Una de las principales blancos de los procesos de oxidacion inducidos por los
radicales libres son los acidos grasos poliinsaturados presentes, mayoritariamente,
en las membranas celulares. El dafio a los lipidos consta de tres etapas, iniciacion,
propagacion y terminacion (54). La reaccion de oxidacion se inicia cuando el acido
graso blanco pierde un atomo de hidrogeno convirtiéndose asi en un radical
lipidico. Este nuevo radical se reorganiza molecularmente para incrementar su
estabilidad y reacciona rapidamente con el oxigeno, creando un radical peroxilo
(ROQ)). Este radical peroxilo dara lugar a un hidroperéxido lipidico y un nuevo
radical lipidico por sustraccién de un atomo de hidrégeno de un segundo acido
graso y, asi sucesivamente en lo que constituye la etapa de propagacion. Esta
cadena de reaccion se conoce como peroxidacion lipidica (LP) y se va
prolongando por el paso continuo de un electron desapareado de una molécula a
otra. La reaccion en cadena finalizara cuando se cumpla alguna de las siguientes
condiciones: se consuma una de las moléculas reactivas, es decir, los acidos
grasos o0 el oxigeno; se forme un radical relativamente poco reactivo; o dos
radicales al reaccionar formen un par no radical. Entre los productos formados
durante la peroxidacion lipidica incluyen el 4-hidroxi-2-alquenal y el malonaldehido
(MDA); este ultimo presenta una elevada capacidad de reaccionar con las bases
de ADN, por lo que puede causar lesiones mutagénicas que pueden estar

implicadas en la patogenia de varias enfermedades (55).

L]
Iniciacién R AR R’

RH

0, oo"*
RN . / W N W ,
R R'" + R R R' R R

Acido graso Radical W . Radi((l;acl)g‘e)roxilo
poliinsaturado libre R B

Radical

Propagacion lipidico
oo* OOH
L]
RWR'* R/W\R' - RWR' N RWR'
Radical peroxilo Acido graso Hidroperoxido
(ROO) poliinsaturado lipidico

Figura 14. Proceso de peroxidacién lipidica iniciada por el radical R’ (56).
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1.7. Defensas antioxidantes

Un antioxidante es aquella molécula capaz de prevenir y/o evitar la oxidacion de
otra molécula, ya sea por la interaccion vy estabilizacion de especies reactivas o
por la transformacién de éstas en configuraciones mas estables y de reactividad
reducida. Su funcion homeostatica es de gran importancia, ya que mantienen a las
especies reactivas por debajo de los umbrales citotoxicos (57).

Los mecanismos antioxidantes son muy diversos y en cada organismo, célula o
tejido predominan algunos sobre otros. Hay compuestos antioxidantes con varias
funciones (51). Estos sistemas de destoxificacion presentes en la célula pueden

ser de tipo enzimatico y no enziméatico (58).
Sistemas enzimaticos

Los antioxidantes enzimaticos constituyen la primera linea de defensa antioxidante
y previenen el dafio oxidativo interaccionando directamente con las ERO.
Reaccionan con las diversas especies reactivas, actian como catalizadores, solo
se necesita que estén presentes en pequefias cantidades para que ejerzan su
proteccion y son reciclados eficientemente después de su actuacion (56). La
enzimas que forman este sistema antioxidante enzimatico se detallan a
continuacion (59)(60).

e Superoxido dismutasa (SOD): es una metaloenzima presente en todos los
organismos aerobios que cataliza la conversion del radical superéxido en
peroxido de hidrégeno (Figura 15), que posteriormente sera convertido en

agua por la catalasa.
0"+ 0" +2H" 295, H,0,+0,

Figura 15. Reaccidn catalizada por la Superéxido dismutasa (SOD) (62).

e C(Catalasa (CAT): es una enzima ampliamente distribuida en bacterias
aerobias, plantas y animales, localizada en los peroxisomas y que
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reacciona con el peroxido de hidrégeno para formar agua y oxigeno
molecular; con donadores de hidrégeno como metanos, etanol y fenoles
presentan actividad peroxidasa (Figura 16).

2H,0, 21 2H,0+0;
ROOH+AH, -“2I» H,0 + ROH +A
Figura 16. Reacciones catalizadas por la enzima Catalasa (CAT) (62).

e Glutation peroxidasa (GPx): es una enzima dependiente de selenio que
cataliza la reduccién de hidroperéxidos (ROOH y H»0,), utilizando el
glutation (GSH) como donador de electrones. El glutation oxidado que se
genera (GSSG) puede ser reducido a GSH por la accién de una glutation-
reductasa (GRed) dependiente de NADPH (Figura 17).

H,0, + 2GSH 82, GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH -84 ROH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H* £R&d,  2GSH + NADP*

Figura 17. Reaccion catalizada por la Glutatién peroxidasa (GPx) y la Glutation
reductasa (GRed) (68).

Sistemas no enzimaticos

El sistema antioxidante no enzimatico constituye la segunda linea de defensa y
estd constituido por antioxidantes de bajo peso molecular, que forman un
numeroso conjunto de compuestos capaces de prevenir el dafio oxidativo por la

interaccién directa o indirecta con las ERO (50).

El mecanismo de accion indirecto implica principalemente la quelacién de metales
de transicion para evitar su participacion en reacciones tipo Fenton o Haber-
Weiss. Entre los compuestos que actlan por esta via se encuentran proteinas

como la ceruloplasmina, la transferrina, la lactoferrina y la albimina (61) (62).
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Las moléculas que actuan de forma directa sobre las especies reactivas lo hacen

por medio de la transferencia de electrones o por medio del secuestro de

radicales, evitando asi que ataquen las moléculas diana. Ademas, suelen poseer

también capacidad de quelaciéon de metales (actividad indirecta). Por su pequefio

tamano, pueden atravesar las membranas celulares y localizarse cerca de las

posibles dianas bioldgicas; ademas, la propia célula puede regenerarlas y regular

sus concentraciones. Estas moléculas, aunque normalmente actiGan como

antioxidantes, desarrollan otras funciones biol6gicas en la célula. Entre estas

moléculas destacan:

El tripéptido glutation (GSH) en su forma reducida, es el antioxidante
gue se encuentra en mayor concentracion dentro de la célula. Actia
como cofactor de la GPx para detoxificar H,O, y es capaz de
interaccionar directamente con ERO como ‘OH, ROO’, RO’, HCIO y
O,". También actla como agente quelante, y en diversos procesos
metabodlicos como la comunicacion celular o la degradacion de

proteinas (63).

La bilirrubina y el acido arico se han propuesto como antioxidantes al
unirse a metales e impedir reacciones tipo Fenton. EI acido urico
también es eficiente protegiendo contra el ozono (Oz) el NO' y

especies reactivas de nitrogeno (ERN) (64).

La histidina y otros compuestos de la misma familia eliminan ERO
por secuestro directo de radicales ‘'OH, ROO’, RO’, uniéndose al

H.0,, eliminando O,” o uniendo metales de transicién (50).

La hormona melatonina, que atrapa una gran variedad de ERO
ademas de estimular la sintesis de importantes enzimas
antioxidantes (SOD, GPx y GRed) (65).
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1.8. El papel antioxidante del glutatién

El glutation (GSH), y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina, es un tripéptido formado por
glutamato, cisteina y glicina (66) es el tiol de bajo peso molecular mas abundante
tanto en células vegetales como animales, su concentracion intracelular oscila

entre 0.5-10 mM.

Figura 18. Estructura del glutation (GSH) (66).

Esta molécula juega un rol importante en diferentes procesos celulares (Figura
19), incluyendo la sintesis del precursor desoxirribonucleotido del ADN, el
procesamiento metabolico de ciertos compuestos endégenos como los

estroégenos, prostaglandinas y leucotrienos, asi como la inactivacion de farmacos
(67).

cys +glu
Degradacion l Sintesis
y transporte
v-glucys
l, _J sl
Funciones de

cys € G S H —  coenzima

‘1' | NADPH"

proteina
GSH tioltransferasas
Peroxidasas Oxidacion-
GSH S-Conjugados Reacciones con ERO reduccidn
GSSG
Funciones Red
protectoras
GSSG NADPH,H+

Figura 19. Metabolismo del glutation (modificada 66).
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El GSH y el metabolismo asociado al GSH proveen la mayor linea de defensa
para la proteccion celular ante diferentes tipos de estrés, incluido el oxidante (68).
El GSH elimina radicales libres, reduce peréxidos y se puede conjugar con
compuestos electrofilos (69). EI GSH es particularmente efectivo contra el radical
hidroxilo, el cual es altamente toxico y no se conoce una proteccién enzimatica

contra €l (70).

El GSH desempefia un papel mdltiple en la proteccion contra las especies
reactivas de oxigeno, electrofilos y xenobidticos. Puede reaccionar de forma no
enzimatica con el carbono central de radicales organicos asi como también es
donador de electrones en la reduccion enzimatica del H,O, y perdxidos organicos,
reaccion catalizada por la glutation peroxidasa (69). El glutation también es
utilizado por la enzima glutation transferasa para destoxificar electrofilos (71).

En el organismo el GSH puede existir de dos formas, como mondémero reducido
(GSH) y como dimero oxidado (glutation disulfuro o GSSG). La forma reducida es
la forma predominante en las células, incluso en condiciones de estrés. Sin
embargo la reaccion entre GSH/GSSG es vital para el equilibrio redox de la célula
(69).

La detoxificacion de las especies reactivas de oxigeno tanto por via enzimatica
(glutation peroxidasa) como no enzimatica dan como resultado la produccion de
GSSG, que carece de funcion en la célula por lo que en ocasiones es desechado,
lo que provoca una disminucion en el glutatién total, sin embargo, la forma mas
comun de reducir el GSSG es la via glutatién reductasa, la que genera el GSH en

una reaccion dependiente de NADPH (72).
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1.9. El estrés oxidativo en la LTME

El SNC juega un papel de gran importancia para el mantenimiento de la
homeostasis y funciones de los animales, sin embargo, sus caracteristicas
bioguimicas y citolégicas lo convierten en un tejido vulnerable a la accion de
numerosos agentes citoldgicos. Después de una LTME se genera estrés oxidativo,
debido a que la médula espinal se somete a un periodo de reperfusion durante el
cual hay un aumento significativo de oxigeno lo que genera especies reactivas

derivadas del oxigeno molecular (73).

Este estrés oxidativo también puede desactivar enzimas clave de la cadena
respiratoria mitocondrial, alterar el ADN y proteinas asociadas al ADN por lo cual
se induce un colapso metabdlico y la subsiguiente necrosis o apoptosis de la
célula (74).

1.10. Peroxidacion de lipidos durante la LTME

La peroxidacioén lipidica ha sido implicada entre los mecanismos de numerosos
trastornos, tales como enfermedades cardiovasculares, cancer, y enfermedades
neurodegenerativas, ya que alteran las caracteristicas quimicas y la organizacion

fisica de las membranas celulares que inducen la pérdida funcional (75).

El proceso de peroxidacion de lipidos, es muy importante en la fisiopatologia de la
LTME, porque el SNC es susceptible al dafio producido por radicales libres,
debido a que las membranas celulares del SN son ricas en colesterol y acidos
grasos poli-insaturados, especialmente las vainas de mielina cuya composicion

lipidica es aproximadamente del 80%, siendo asi blanco de radicales libres (76).

Los radicales libres pueden causar una oxidacion progresiva de acidos grasos en
las membranas celulares (peroxidacion lipidica), por lo que el proceso de

oxidacion genera mas radicales libres que pueden propagarse a través de la
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superficie de la célula (77). Las ERO acaban con las proteinas, lipidos y &cidos
nucleicos, lo cual permite la formacién de lipoperoxidos que destruyen las

membranas celulares de células no dafiadas (figura 20) (16).

Los productos de estas reacciones oxidativas, tales como malonaldehido,
aumentan rapidamente después de una lesion en modelos de LTME en animales
(78).

9
'___,-'—r‘m !
LR

Figura 20. Representacién de la degradacién oxidativa de los lipidos que se produce
cuando las especies reactivas de oxigeno reaccionan con acidos grasos poliinsaturados,
dando como resultado interrupciones de la integridad de la membrana celular (79).
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1.11. Estrategias neuroprotectoras después de una LTME

Actualmente, no se cuenta con estrategias terapéuticas efectivas para restablecer
la funcion neurolégica normal, debido a la complejidad para regular los
mecanismos de dafio secundario, asi como a la baja capacidad de regeneracion

espontanea que se observa en el SNC maduro (9).

Las estrategias de neuroproteccion son aquellas enfocadas en detener y/o evitar
los mecanismos fisiopatoldgicos que se desencadenan después de una LTME.
Los farmacos son los que principalmente se emplean para detener el proceso de
autodestruccion del SNC (Tabla 1).

Tabla I. Se muestran diferentes tratamientos enfocados a proteger a las células
neuronales posterior a una LTME.

Agente

Efecto

Corticosteroides
(metilprednisolona)

Antiinflamatorio, reduce la formacién de
edema, antioxidante, inhibicion de la
fosfolipasa AZ. Tratamiento no benéfico.

21-aminoesteroide (lazaroides)
U-74006F mesilato de tirilazad

Antioxidante (inhibe la peroxidacién).
Mantiene los niveles de vitamina E.
Previene la disminucién del flujo
sanguineo.

Antagonistas de receptores opioides
(naloxona)

En pacientes no tiene efectos benéficos.
En modelos animales favorece la
recuperacion funcional y disminuye la
produccion de superdxido en la microglia.

Gangliésidos
[monosialotetrahexosilgangliésido
(gangliésido GM-1)]

Incrementa la velocidad de crecimiento
neuritico.

Estimula la regeneracién axonal.
Atenda la liberacion de aminoacidos
excitadores.

Regulacion de los canales de calcio
(Ca*") (nimodipina)

Bloquea los canales de calcio (Ca*"), reduce
la isquemia postraumatica.
Tratamiento no benéfico.
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Antagonistas de receptores
NMDA y no-NMDA [(Dizocilpina (MK-
801) NBQX, riluzol]

Inhibe la excitotoxicidad originada después
de una lesion traumatica de médula espinal
(LTME).

Moduladores de la respuesta
inflamatoria e inmunosupresores
[Naloxona, iloprost, mesilato de
gabexate, ciclosporina-A, tacrolimus
(FK-506)]

Disminuye la respuesta inflamatoria.

Inhibe la activacion de leucocitos.
Disminuye la lipoperoxidacion.

Se incrementa la velocidad de regeneracion.

Antioxidantes
(mexilatin, OPC-14117, estobadin de
pirudoindol)

Disminuye la lipoperoxidacion.
Preserva a las motoneuronas.
Previene la oxidacién de grupos SH.

Inhibidores de la sintasa del
oxido nitrico (SON) [N(G)-
monometil-L-arginina
(LNMMA) NG-nitro-L- arginina
metilester (L-NAME),
aminoguanidina, 7-nitroindasol]

Acelera la recuperacion motora

Clembuterol Agonista de receptores 2-adrenérgicos.
Estimula la sintesis de diversos factores
troficos.

Clometiazol Incrementa la actividad de los receptores

GABAérgicos, mejor recuperacion motora.

Sulfato de magnesio

Disminuye la lipoxidacion.
Mejora la transmision eléctrica
somatosensorial.

4-aminopiridina

Inhibe los canales de potasio (K*).
Favorece la recuperacién neurolégica.

(Modificado 9)
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1.12. Dapsona

La Dapsona (4-4'-diaminodifenilsulfona) su estructura quimica es la mas simple de
las sulfonas, una sulfona que se une a dos a&tomos de carbono.

Q O
\V/4
S

H,N NH,

Figura 21. Estructura quimica de la dapsona (81).

FARMACOCINETICA

Absorcion: Se absorbe en el tracto gastrointestinal con una biodisponibilidad del
86% (80). La farmacocinética es similar en adultos y en nifios (81).

Distribucion: La dapsona se une al 75% de las proteinas, su metabolito
monoacetilado se une completamente a las proteinas. Se distribuye en todo el
organismo incluyendo la piel, el higado, los rifiones y los eritrocitos. La dapsona
cruza la barrera hematoencefalica y la placenta, asimismo, se ha encontrado en la
leche materna (82).

Metabolismo: Después de su absorcidén en el tracto gastrointestinal, la dapsona
es transportada a través de la circulacion portal al higado donde es metabolizado
via acetilacibn o N-hidroxilacion. La hidroxilacion da como producto una
hidroxilamina, un metabolito toxico producido por el citocromo P-450, mientras que
la acetilacion por la N-acetiltransferasa produce dos metabolitos no toxicos que
son la monoacetildapsona y la diacetildapsona (81).

Excreciéon: Cerca del 85% de la dapsona se excreta a través de la orina,
principalmente como glucoronidos, y alrededor del 10% se elimina por medio de
la bilis (83). ElI 50% de la dapsona se elimina 24 h después de ser administrada

(84), sin embargo, la excrecion urinaria de la dapsona puede disminuir mediante la
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administracion conjunta de probenecid (85) y aumentar con la administracién de
rifamicina (86).

FARMACODINAMIA

Accion antiinflamatoria: La dapsona interfiere con la quimiotaxis y la migracion
de los neutrdfilos (87) y con la adhesion de estos al endotelio vascular al inhibir a
la integrina B2 (CD 11b7CD18) (88), interfiere también con la activacion y la
funcion de las proteina G (tipo Gi), que inician la cascada de segundos
mensajeros para el estimulo quimiotactico, esta inhibiciébn suprime a su vez el
reclutamiento de neutréfilos, la produccion de especies reactivas de oxigeno y la
secrecion de sustancias toxicas (89).

Accion antioxidante: Se sabe que las especies reactivas de oxigenos son
bactericidas, pero también dafian el tejido adyacente incrementando los procesos
de destruccion (90). El acido hipocloroso es un potente oxidante que es producido
por la enzima mieloperoxidasa (MPO) una hemo-proteina localizada en los
neutrofilos. El acido hipocloroso también se sintetiza por la enzima peroxidasa de
eosindfilos. Se ha comprobado que la dapsona administrada en dosis
terapéuticas, tiene la capacidad de inhibir a la MPO (12), ya que se une de manera
irreversible a la MPO, modificando la estructura quimica del sitio activo (91). La
peroxidasa de los eosindfilos es igualmente sensible a la inhibicion por dapsona
gue la MPO (92), por estas razones la dapsona protege a las células del dafio
generado por los neutroéfilos y los eosinoéfilos, directamente por la inhibicion de la

generacion de substancias toxicas y especies reactivas de oxigeno (93).

Por otra parte se ha demostrado que la dapsona tiene efecto neuroprotector contra
los efectos de agonistas de los receptores para glutamato (94), neurotransmisor
implicado en el dafo secundario generado después de una LTME (95). EI
tratamiento con dapsona disminuye la cantidad de tejido dafiado en el epicentro de
la lesion y promueve la recuperacion funcional en animales con LTME por

contusion (96).
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1.13. Probenecid

El probenecid o acido p-(di-n-propilsulfamoil) benzoico se desarroll6 inicialmente
con el objetivo de reducir la excrecion renal de los antibidticos, especificamente

penicilina y asi aumentar sus niveles en suero (97).
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Figura 22. Estructura quimica del probenecid (97).

FARMACOCINETICA

El probenecid es un farmaco insoluble en agua, que cuando se administra por via
oral, se absorbe casi completamente en el torrente sanguineo a través del tracto
intestinal donde se une facilmente a proteinas plasmaticas, principalmente a
albamina (98). Cuando se administra por via intravenosa, debe ser administrado a
través de goteo continuo, ya que una sola inyeccion causa irritacion en la piel (99).
El probenecid tiene un rango terapéutico muy amplio que va desde 250 mg hasta
3 g por dia (100). Cuando se administra como complemento con antibioticos, la
dosis terapéutica es de 1-2g por dia y se administra antes de los antibidticos.

El probenecid tiene una vida media en suero de aproximadamente 4-6 h y es
metabolizado por el higado a través de la oxidacion de sus cadenas de alquilo
secundarias y la conjugacion de glucoronido (101).

Los metabolitos del probenecid tienen una menor afinidad a proteinas, son menos
solubles en lipidos, y son rapidamente excretados por el rifidon (102). La
concentracion sérica del probenecid es altamente dependiente de la dosis, con
una dosis terapéutica estandar esta entre 35.3 y 69.6mg/mL.

Se ha considerado que tiene un perfil de toxicidad minima o nula (103).
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FARMACODINAMIA
Accion uricosurica: Actua disminuyendo la reabsorcion de acido Urico en el
tibulo renal. Con lo cual aumenta la eliminacion de acido Urico, disminuyendo el

depdsito de uratos y promoviendo la reabsorcion de los ya formados (104).

Estudios anteriores han demostrado la capacidad del probenecid para actuar
conjuntamente con acido quinurénico y tener un efecto neuroprotector,
bloqueando la salida de &cidos organicos del espacio extracelular neuronal
disminuyendo la neurotoxicidad inducida con la administracion de &acido
quinolinico. Este bloqueo impide la accion toxica del &cido quinolinico al inhibir su
union al receptor de NMDA, antagonizando asi la accion toxica del &cido
quinolinico en estriado de rata, ademas de tener una mejoria funcional e inhibir el
agotamiento de GABA (105, 106).

La excrecion urinaria de la dapsona puede disminuir mediante la administracion
conjunta de probenecid (85), por lo cual las concentraciones terapéuticas de la
dapsona podrian mantenerse por un periodo de tiempo mayor y ejercer un efecto
neuroprotector mas eficaz. Estudios anteriores han reportado que la dapsona
administrada en concentraciones altas puede generar metahemoglobinemia, por lo
cual se busca administrar una menor cantidad de dapsona y asi evitar las

reacciones adversas de esta.

El probenecid puede tener un nuevo futuro como una herramienta de

investigacion, y tal vez como agente clinico en neurologia y cardiologia (97).
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JUSTIFICACION

La LTME es un padecimiento de consecuencias devastadoras y discapacitantes
ocasionado por el dafio irreversible que se genera sobre la funcion neuroldgica y

es considerado un problema de salud publica.

Actualmente no se cuenta con una estrategia terapéutica efectiva para restablecer
la funcién neuroldgica; debido a la complejidad para detener la cascada de

eventos fisiopatoldgicos que se presentan después de una LTME.

Como ya se mencion0 anteriormente la LTME provoca muerte neuronal que ha
sido asociada con un incremento en la produccion de ERO, ademas, la actividad
de sistemas antioxidantes como el glutation es particularmente importante como

mecanismo de defensa enddgeno contra el dafio inducido por los radicales libres.

Se ha reportado de manera reciente el efecto neuroprotector de la dapsona en
modelos experimentales de infarto cerebral y LTME en ratas. Por otra parte el
probenecid es un farmaco que se emplea para aumentar la eliminaciéon de acido
arico (uricosurico), sin embargo, en un estudio previo se demostré su capacidad
para bloquear la salida de acidos organicos al espacio extracelular cerebral, por lo
gue la administracion conjunta de éstos farmacos podrian tener un efecto
neuroprotector en un modelo de LTME en ratas Yy disminuir el estrés oxidativo

generado por el dafio.
Con base en esta informacion se propone evaluar el efecto antioxidante de la

dapsona administrada sola o en combinacion con el probenecid en un modelo de

LTME en ratas con la finalidad de buscar terapias neuroprotectoras eficaces.
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HIPOTESIS

Si la dapsona regula el estrés oxidativo entonces se observara una disminucién
en la lipoperoxidacion y un incremento en la cantidad de glutatién reducido en un

modelo de LTME en ratas.

Si la dapsona administrada en combinacion con el probenecid regula el estrés
oxidativo entonces se observara una disminucion en la lipoperoxidacion y un

incremento en la cantidad de glutation reducido en un modelo de LTME en ratas.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto antioxidante de la dapsona administrada sola y en combinacion

con probenecid en un modelo de LTME en ratas.

Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la dapsona administrada sola y en combinacién con el
probenecid sobre la lipoperoxidacion presente en el sitio de dafio después de una
LTME en la rata.

Evaluar el efecto de la dapsona administrada sola y en combinacién con el

probenecid sobre la cantidad de glutatién reducido y de glutation oxidado en el

tejido nervioso dafiado de la medula espinal de la rata.
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MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del siguiente trabajo se emplearon un total de 95 ratas adultas,
de la cepa Wistar, hembras con un peso aproximado de 200-250g. Los animales
fueron proporcionados por el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“‘Manuel Velasco Suarez”. Durante el desarrollo del proyecto a todos los animales
se mantuvieron a temperatura ambiente, se les proporciond libre acceso a agua y

alimento, antes y después de la LTME.

Disefio experimental

El estudio experimental se dividio en dos partes:

Parte 1. Cuantificacion de la lipoperoxidacion en el sitio de la lesidon

Las ratas se organizaron en cinco grupos (n=8-13), cada uno con las siguientes
caracteristicas:

Grupo 1 Ratas con laminectomia, sin LTME vy sin tratamiento.

Grupo 2 Ratas con laminectomia, con LTME y sin tratamiento.

Grupo 3 Ratas con laminectomia, con LTME y tratamiento de dapsona (DDS).
Grupo 4 Ratas con laminectomia, con LTME y tratamiento de probenecid (Prob).

Grupo 5 Ratas con laminectomia, con LTME y tratamiento de DDS-Prob.

Parte 2. Cuantificacion de glutation

Las ratas se organizaron en cinco grupos(n=8-10), cada uno con las siguientes
caracteristicas:

Grupo 1 Ratas con laminectomia, sin LTME vy sin tratamiento.

Grupo 2 Ratas con laminectomia, con LTME y sin tratamiento.

Grupo 3 Ratas con laminectomia, con LTME y tratamiento de DDS.

Grupo 4 Ratas con laminectomia, con LTME y tratamiento de Prob.

Grupo 5 Ratas con laminectomia, con LTME y tratamiento de DDS-Prob.
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Administraciéon de los tratamientos

Los tratamientos se administraron como dosis Unica 3 h después de la LTME a
dosis de 25 mg/Kg y 100 mg/Kg de peso corporal para dapsona y probenecid
respectivamente. En el caso de la terapia combinada se administraron las mismas

dosis.

TECNICAS

Procedimiento quirudrgico y lesion de la médula espinal

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico Sedalpharma a una
dosis de 29 mg/kg de peso via intraperitoneal. Bajo condiciones de asepsia y
antisepsia se realizé una incision en la region media de las vértebras toracicas,
seguido de una laminectomia en la vértebra T9 para exponer la médula espinal
con la duramadre integra. En caso de los animales a los que se les realizé LTME,
fueron colocados en el equipo N.Y. Spinal Cord Impactor, el cual fue
estandarizado en la Universidad de Nueva York (107), para realizar una lesion
traumatica de la médula espinal por contusion. El impactador fue soltado a una
altura de 25 mm con una velocidad de impacto de 0.687 m/s provocando asi una
lesion moderada. El equipo cuenta con un software que tiene la capacidad e
analizar la lesion siguiendo diversos parametros como: grado de compresion del
tejido medular, velocidad, tiempo y altura con que impacta el cilindro metalico al
tejido nervioso. La lesion se verificd mediante la formacion de un hematoma en el
sitio de la lesion (epicentro), asi como la inmovilidad de las patas posteriores de
los animales. Posteriormente los animales fueron suturados y mantenidos en calor

en cajas de acrilico hasta su recuperacion.

Toma de muestra

Se sacrificaron los animales a las 24 h después de la lesion (tiempo de mayor
produccion de ERO) por decapitacion y se realiz6 una laminectomia extensa para
obtener una muestra homogénea de la médula espinal en la zona del epicentro,
con un peso aproximado de 25 mg para la realizacibn de dos andlisis:

peroxidacion de lipidos y la técnica de medicién de glutation oxidado y reducido.
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Peroxidacion de lipidos

Se realizé por medio de la técnica descrita por Trigss y Wilmore (108) para
determinar los productos finales de la lipoperoxidacion con capacidad de emitir
fluorescencia.

Después de la obtencion de la muestra el tejido se homogeneizé en 3 mL de
solucion salina en un homogeneizador de vidrio-teflén con 10 golpes.
Posteriormente se tom6 1 mL del homogeneizado y se agregaron 4 mL de mezcla
cloroformo-metanol (2:1) y se agitdé en vortex. La mezcla fue colocada en hielo por
30 min en oscuridad. Posteriormente se observaron dos fases, de las cuales se
retiré la fase acusa y se analiz6 la fase organica. Se tomé 2 mL de la muestra 'y se
agregaron 200 pL de metanol, se analizdé en un espectrometro de fluorescencia
Perkin Elmer LS50B a una longitud de excitacion de 370 nm y una longitud de
emision de 430 nm. La fluorescencia fue expresada en unidades de fluorescencia
por gramo de tejido (UF/g tejido). Cada muestra de tejido se hizo por duplicado. En
el inicio de cada lectura, la sensibilidad del equipo se midié mediante una solucion

estandar de quinina (1 mg/mL) preparada en el momento.

Cuantificacion de GSH
El contenido de GSH y GSSG se determindé como describe Hissin y Hilf (109).

Procesamiento de la muestra

Una vez obtenida la muestra se homogeneizé en 0.5 mL de HPO3 (25%) y 1.875
mL de BF-EDTA (50 mM pH=8.0; EDTA 5 mM). Se coloc6 1 mL de
homogeneizado en un tubo eppendorf color ambar, para evitar laluz y 1 mL en un
tubo eppendorf transparente y se guardd en revco hasta el momento de analisis
de proteinas. Se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 15 min a 4°Cy

se guardé en el revco hasta el momento de su andlisis.

Anéalisis de contenido de GSH

A partir de una Solucion Stock de GSH con una concentracion de (1 mg/mL), se
prepard una solucién de trabajo, tomando 50 pL de ésta y aforando a 10 mL para

realizar una curva de calibracion y se realizaron las siguientes diluciones:
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Tabla Il. Curva estandar para cuantificacion de GSH.

STD GSH BUFFER-EDTA Concentracion
Solucion de (uL) (uL/mL)
trabajo (uL)

BLANCO - 1000 0

Std1 15 985 0.075

Std2 30 970 0.15

Std3 60 940 0.30

Std4 120 880 0.60

Std5 240 760 1.2

Std6 480 520 2.4

Se empled una placa de 96 pozos para analizar las muestras.

Para montar la placa se realizo lo siguiente:

Se agregaron 60 pL de buffer-EDTA a cada pozo, posteriormente se adicionaron
35 uL de alicuota por duplicado (curva o muestra) y 35 uL de OPA (1 mg/L). Se
agitd y leyo 15 min después en un espectro de fluorescencia con una longitud de
onda de excitacion de 350 nm y una longitud de onda de emision de 420 nm.
Finalmente se retird la placa y se agregaron 20 uL de NEM 0.04M y de igual forma
se dejo incubar por 15 min y leyé en el espectro de fluorescencia con las
condiciones antes mencionadas. Se empled el lector de placas FLX800, marca
BioTek.

Cuantificacion de proteinas por Lowry

Las muestras se analizaron de acuerdo con el método de Lowry (110).

Se preparé una mezcla inicial con 49 mL de Na,CO3; 2% en NaOH 0.1N, 0.5 mL
de tartrato de Na/K 2% y 0.5 mL de CuSOg4 1%.

Se empled la muestra previamente guardada y se realizé una dilucion 1:10 (100
pL homogenado y 900 pL de H,0). Se tomaron 400 pL de la dilucién y se
agregaron 2 mL de la mezcla preparada inicialmente, (se realizdé por duplicado).
Se dej6 reposar por 10 minutos y posteriormente se agregaron 200 pyL de Folin
Fenol (1:1) por tubo. Se dej6 reposar durante 30 min a temperatura ambiente y se

tomo lectura en el espectrémetro a una A 550 nm.
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Se realiz6 una curva de calibracion para la cuantificacion de proteinas en la
cantidad de tejido obtenidas, empleando un stock de albumina bovina de 250
pL/mL.

Tabla lll. Curva estandar para cuantificacion de proteinas.

TUBO AGUA ALBUMINA CONCENTRACION
(mL) (UL/mL)
A 0.4 - 0
B 0.35 0.05 12.5
C 0.3 0.1 25
D 0.25 0.15 375
E 0.2 0.2 50
F 0.1 0.3 75
G - 0.4 100

Analisis estadistico

Para el andlisis de los resultados se utilizd la prueba de Levene y se comprobd
gue los datos tenian homogeneidad de varianzas, con esta informacion se empled
un analisis estadistico paramétrico a través de una ANDEVA de una via seguida
de la prueba de Tukey para comparar los valores promedio entre todos los grupos,
se considerd como diferencia significativa una p < 0.05. El analisis se realiz6é con
el paquete estadistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version
19.0.

Consideraciones éticas

El presente trabajo se realizé bajo los lineamientos establecidos en el reglamento
de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud (Titulo
Séptimo: De la investigacion que incluye la utilizacion de animales de

experimentacion), publicada en 1990 (Apéndice ).
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RESULTADOS
Evaluacién conductual

Los animales que fueron laminectomizados presentaron movilidad en las patas
posteriores después de la cirugia de forma normal, mientras que los animales con
LTME evaluados 24 h después del dafio presentaron falta de movilidad en las
patas posteriores, con estas observaciones se puede demostrar que los

procedimientos quirargicos fueron realizados de forma adecuada.

Cuantificacién de la lipoperoxidacion

Los resultados del ensayo de lipoperoxidacion se presentan en la figura 24, los
cuales fueron medidos en epicentro de la lesion 24 h después del procedimiento
quirargico, Yy los datos se expresan en unidades de fluorescencia por gramo de
tejido fresco (UF/g) y se muestran como el valor promedio + EE, de 8 a 13
animales por grupo, se consideraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos con una p < 0.05. El grupo control negativo (grupo 1) solo con
laminectomia y sin lesion, mostré un valor de LP de 465.6 £ 10.19, lo que
representa los niveles basales de LP en condiciones normales. Por otra parte el
grupo control positivo (grupo 2), animales con LTME y con vehiculo, mostraron un
valor promedio de 630.3 £ 60.47, lo cual indica un incremento de la LP del 35.4%
como consecuencia de dafio, que fue estadisticamente significativo al ser
comparado con el grupo sin lesion (p < 0.05). Mientras que los valores observados
en grupo 3 animales con LTME y tratados con dapsona se observé un valor
promedio de 425.5 £+ 42.99, lo que es equivalente a una disminucién significativa
(p < 0.05) de LP del 32.5%, comparado con el grupo control positivo. Con respecto
al los valores del grupo 4, lesionado y tratado con probenecid se obtuvo un valor
de 543.4 £ 56.99, lo que no representa una disminucion significativa de LP con
respecto al grupo lesionado que no recibio tratamiento. Finalmente el grupo 5 con
lesién y terapia combinada se observaron valores de 435.4 £39.75, lo que se
traduce en una reduccion estadisticamente significativa (p < 0.05) de LP del

30.9% en comparacion con los animales del grupo control positivo.
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Con base a estos resultados se puede observar que existe una disminucion
significativa de LP cuando se administra la terapia con dapsona sola o en

combinacién con probenecid.
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Figura 23. En esta figura se muestran los valores promedio de la lipoperoxidacion
en unidades de fluorescencia por gramo de tejido fresco (UF/g tejido fresco) + EE
24 h depués de la LTME. Grupo 1.Sham: animales con laminectomia sin
tratamiento; Grupo 2. LTME: animales con lesion traumatica de médula espinal sin
tratamiento; Grupo 3. LTME/DDS 25 mg: animales con lesién traumatica de
médula espinal y tratamiento con Dapsona; Grupo 4. LTME/Prob 100 mg:
animales con lesion traumatica de médula espinal y tratamiento con Probenecid;
Grupo 5. LTME/DDS+Prob: animales con lesién traumatica de médula espinal y
tratamiento de dapsona y probenecid. Se emplearon de 8 a 13 animales por
grupo, ANDEVA seguido de la prueba de Tukey, * = p < 0.05 difrerente de Sham,
LTME/DDS25mg y LTME/DDS+Prob.
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Cuantificacién de glutation

La cuantificacion del glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG)
medidos en el epicentro de la lesion a los animales 24 h después de una LTME se
expresan como nanomoles de GSH y GSSG por miligramo de proteina
(nmolGSH/mg) y son presentados como la media + EE, de 8 a 10 animales por
grupo, considerando significativa una p < 0.05. Los resultados del ensayo de
glutation reducido se presentan en la figura 25. En el grupo 1 o control negativo,
(con laminectomia y sin lesién), el valor promedio de GSH fue de 1.31 + 0.17,
lo que representa los nivles basales de GSH en condiciones normales. Mientras
que el grupo 2 (control positivo), lesionado y sin tratamiento se observé un valor
promedio de GSH de 1.29 + 0.19, estos resultados indican que no existe diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) con respecto al grupo no lesionado.
Mientras que en el grupo 3 (con LTME y tratado con dapsona) se observan valores
similares a los de los grupos 1 y 2 obteniéndose un valor promedio 1.33 + 0.22 sin
diferencia significativa (p < 0.05) con respecto al grupo laminectomizado y al grupo
lesionado. Por otra parte el grupo 4, lesionado y tratado con probenecid muestra
un incremento del 26.8% con un valor promedio de 1.64 + 0.26, que no fue
estadisticamente significativo vs LTME y vehiculo (p < 0.05). Finalmente, el grupo
5 con LTME que recibi6 la terapia de dapsona mas probenecid mostré un valor
promedio 1.84 + 0.32, lo que representa un incremento del 42.4% a pesar de este
incremento, este valor no alcanza significancia estadistica (p < 0.05).

Con base en estos resultados, se puede decir que no hubo cambios significativos
en algun grupo estudiado.

Los resultados de la cuantificacion de GSSG se presentan en la figura 26, como
se puede observar los niveles de GSSG tuvieron el mismo comportamineto que
los del GSH, ya que en los grupos 1, 2, 3 y 4 los valores promedio fueron
similarares (0.45 + 0.05, 0.44 £ 0.07, 0.50 + 0.9 y 0.55 £ 0.14, respectivamente)
lo que indica que no existen cambios por efecto de la lesion ni por la
administraciéon de los farmacos por separado. Mientras que en el grupo 5 que

recibié la terapia combinada, se observd un valor promedio de 0.79 +0.15,
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teniendo éste Ultimo un aumento significativo (p < 0.05) de 75.2% de GSSG en
comparacién con el grupo lesionado que no recibio tratamiento.

Se realizé la relacién del glutation oxidado (GSH) entre el glutation reducido
(GSSG), que se encuentra representado en la figura 27. Se puede observar en
todos los grupos de acuerdo a la relacion de GSH-GSSG, que existe mayor
cantidad de GSH que de GSSG en el tejido estudiado. Teniendo una relacion de
2.91, 2.93, 2.66, 2.98 y 2.33 respectivamente en los grupo 1, 2, 3, 4 y 5. En estas
relaciones realizadas entre GSH/GSSG no se observa algun efecto diferente entre

los grupos.
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Figura 24. En esta figura se muestran los valores promedio de glutation reducido
en nanomolas de GSH por miligramo de proteina (nmol GSH/mg de proteina) £EE
24 h depués del procedimiento quirdrgico. Grupo 1.Sham, Grupo 2. LTME, Grupo
3. LTME/DDS 25 mg, Grupo 4. LTME/Prob 100 mg y Grupo 5. LTME/DDS+Prob.

Se emplearon de 8 a 10 animales por grupo, ANDEVA seguido de la prueba de

Tukey, * = p < 0.05.
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Figura 25. En esta figura se muestran los valores promedio de glutation oxidado
en nanomolas de GSSG por miligramos de proteina (nmol GSH/mg de proteina)
+tEE 24 h depués de la LTME. Grupo 1.Sham, Grupo 2. LTME, Grupo 3.
LTME/DDS 25 mg, Grupo 4. LTME/Prob 100 mg y Grupo 5. LTME/DDS+Prob. Se
emplearon de 8 a 10 animales por grupo, ANDEVA seguido de la prueba de
Tukey, * = p < 0.05 difrerente de Sham, LTME, y LTME/DDS 25 mg.
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Figura 26. En esta figura se muestran los valores promedio de la relacion de
GSH/GSSG £EE 24 h depués de la LTME. Grupo 1.Sham, Grupo 2. LTME, Grupo
3. LTME/DDS 25 mg, Grupo 4. LTME/Prob 100 mg y Grupo 5. LTME/DDS+Prob.
Se emplearon de 8 a 13 animales por grupo, ANDEVA seguido de la prueba de
Tukey, * = p < 0.05.
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DISCUSION

Una lesion en el sistema nervioso, especificamente la LTME, promueve el
desarrollo de diversos mecanismos autodestructivos que provocan un dafo tisular
irreversible que da como resultado una disfuncién neuroldgica permanente, entre
estos mecanismos destaca la produccién de ERO, lo cual genera estrés oxidativo
(73).

En el presente trabajo se evalué el efecto de dapsona, probenecid y la
combinacién de estos farmacos como una terapia neuroprotectora en un modelo
de LTME en ratas, empleando como marcadores de estrés oxidativo los niveles de
lipoperoxidacion, glutation reducido y glutation oxidado en el sitio de la lesion.

Los resultados mostraron que después de una LTME se produjo un aumento en
los niveles basales de lipoperoxidacion en un 35.4% con respecto al grupo que
solo fue laminectomizado, lo cual coincide con estudios reportados anteriormente
(111), en donde las ratas fueron sometidas a una LTME y se observo un aumento
de LP de 33% en relaciéon con un grupo no lesionado, este incremento en la
lipoperoxidacion es debido al estrés oxidativo generado por el ataque de radicales
libres a membranas celulares, ya que en la LTME se generan una gran cantidad
de especies reactivas de oxigeno, debido a la activacion de enzimas como la
sintasa de oOxido nitrico (112), el proceso de reperfusion después de la LTME
durante el cual se libera H,O; (16), el desacople de la cadena transportadora de
electrones que forma O," (113), asi como un incremento en los niveles de
malonaldehido, un producto de la lipoperoxidacion (78), que se refleja en los
resultados encontrados, teniendo asi un aumento de lipoperoxidacién después de
una LTME.

Asi mismo, se observd una disminucion de la lipoperoxidacién (LP) por efecto de
la dapsona, este efecto sobre la regulacién del dafio oxidativo fue observado
previamente en un modelo de lesién estriatal (114) producida después de la
sobreactivacion de receptores NMDA con una administracion intraestriatal de
acido quinolinico, un agonista del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), en uno
de los grupos estudiados se usd dapsona (12.5 mg/Kg) con una posterior

inyeccion intraestriatal de quinolato en el cuerpo estriado de rata, y se observé su
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capacidad para prevenir la LP durante las primeras etapas de la excitoxicidad
asociada con la generacion de radicales libres.

Por otra parte, se demostro la capacidad de la dapsona en la diminucién de la LP
en un modelo de isquemia cerebral y reperfusién en ratas (112), ya que la
dapsona fue capaz de disminuir el dafio oxidativo a las membranas, asi como
disminuir el dafio a las proteinas por 6xido nitrico, esto fue medido por los niveles
de nitrotirosina presentes en el sitio del infarto, ademas en tal trabajo se observo
un disminucion en la actividad de la mieloperoxidasa que transforma el peréxido
de hidrégeno en &cido hipocloroso, lo que también, le confiere propiedades
antioxidantes y asi una reduccién en la oxidacion al ser comparado con el grupo
lesionado que no fue tratado. Estudios recientes en un modelo de lesion
traumatica de medula espinal en ratas (115) describen una reduccion de la
peroxidacion lipidica después de una LTME, donde se administro dapsona a las 3
y 5 h después del dafio revirtiendo este marcador a niveles basales de LP, en este
mismo estudio se observd una mejoria funcional motora asi como una mayor
conservacion de tejido adyacente al sitio de dafio con respecto a los animales que
no fueron tratados después de la LTME.

El probenecid no mostré tener efecto importante sobre la LP, ya que no se
observo una disminucién significativa de la ésta. No se han encontrado reportes
en los cuales se haya observado un efecto neuroprotector o antioxidante del
probenecid, sin embargo, en un estudio previo (105), se encontré que el uso del
probenecid administrado de forma conjunta con acido quinurénico, un antagonista
del receptor NMDA bloquea la excreciéon de éste, desde el flujo extracelular
antagonizando la accién toxica inducida con &cido quinolinico, agonista del
receptor de NMDA. Se ha descrito que los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), juegan un papel importante en el dafio generado al sistema nervioso
posterior a una LTME, ya que al incrementar su actividad permiten la entrada
masiva de Ca* al interior de las células nerviosas y con ello la activaciéon de
enzimas que dafian las estructuras celulares provocando asi un dafio permanente
(16), Aunado a esto la finalidad de la administracion de probenecid fue bloquear la

salida de la dapsona, y mantener concentraciones terapéuticas en el tejido
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nervioso en un mayor lapso de tiempo. Por medio de esta estrategia, se pueden
mantener dosis terapéuticas seguras, sin tener efectos adversos que se pueden
presentar con el incremento de la dosis. Por otra parte, se observé que la terapia
combinada mostré6 una disminucion de la LP semejante a la observada con la
dapsona cuando fue administrada en monoterapia, por lo que el efecto anti-
oxidante es atribuido a la dapsona no asi al probenecid ya que el probenecid no
mostro tener efecto en la diminucién de la LP.

Teniendo en cuenta estos hallazgos, la dapsona podria ayudar a disminuir la
muerte celular generada por el dafo oxidativo a las membranas evitando la
pérdida del tejido nerviosos y favoreciendo la recuperacion funcional.

Por otra parte, en los resultados de la cantidad de glutation se esperaba una
disminucién en el GSH después de una LTME en el grupo no tratado con respecto
a los niveles basales del grupo no lesionado, de acuerdo a lo ya reportado
previamente en un modelo de LTME (116), en el que se midi6 la cantidad de GSH
y GSSG a las 4 12 y 24 h después del dafio, donde se observé una disminucion
significativa de GSH debido a que la condicidén de estrés oxidativo presenta mayor
demanda de GSH para contrarrestar el dafio generado por las ERO después de
una LTME, esto no fue asi, tal vez porque las ERO pueden contrarrestarse por
otras defensas antioxidantes presentes en el tejido, tanto enzimaticas como no
enzimaticas que no fueron estudiadas en el presente trabajo y que podrian estar
teniendo una mayor eficacia antioxidante durante esta etapa del dafio. Se ha
reportado (117) que existe un importante grupo de tipo tiol que desempefia un
papel neuroprotector importante y que actia como defensa antioxidante durante la
LTME. Se encontré que las metalotioneinas son una familia de proteinas de bajo
peso molecular con alto contenido de cisteina y han sido localizadas en neuronas
motoras, astrocitos y glia, por esta razon éstas podrian estar teniendo una mayor
implicacion como defensa antioxidante que el glutation en el caso particular de la
médula espinal. Esto podria explicar que no existe diferencia significativa en los
niveles GSH del grupo lesionado con respecto a los niveles basales de GSH del

grupo no lesionado.

51



En el caso de los grupos tratados con probenecid y dapsona- probenecid no se
observé tampoco diferencia significativa en los niveles de GSH, pero no se
descarta que existe una tendencia a un incremento de GSH, que podria ser por el
efecto antioxidante de los tratamientos, lo que podria traducirse en una
disminucion de estrés oxidativo en el sitio de dafio generando asi una menor
demanda de glutation.

Con respecto a las concentraciones de GSSG, éstas mostraron la misma
tendencia que el GSH, debido a que el equilibrio entre GSH y GSSG ocurre todo el
tiempo, sin embargo, en el grupo con la terapia combinada si se obtuvo un
incremento significativo, lo que sugiere que existe una tendencia de mejoria y
disminucion de estrés oxidativo.

La relacion entre el glutation oxidado y glutation reducido se empleo para conocer
el estado redox de las células, se observo que hubo una mayor cantidad de GSH
gue de GSSG en todos los casos, pero no logra tener alguna tendencia que
demuestre el efecto antioxidante de las terapias administradas.

El GSH es utilizado comiunmente como marcador de estrés oxidativo en distintos
tejidos, sin embargo en el presente estudio no tuvo implicacion importante
después de la LTME.
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CONCLUSIONES

Los resultados muestran que la dapsona es un buen candidato para ser empleado
como farmaco neuroprotector en la lesién traumatica de médula espinal ya que
antagoniza el dafo oxidativo producido por el trauma, y el tratamiento combinado
con probenecid no le confiere ventaja terapéutica por lo que no es una buena

estrategia neuroprotectora.
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APENDICE |

REGLAMENTO DE LA LEY GENERAL DE SALUD EN MATERIA DE
INVESTIGACION PARA LA SALUD

TITULO SEPTIMO
De la Investigacién que incluya a la utilizacién de animales de experimentacion.
CAPITULO UNICO
ARTICULO 121.- En las investigaciones experimentales con animales, referidas a
la salud humana, se deberén llenar los requisitos que establezcan las normas de
las propias instituciones de salud, autorizadas por la Secretaria y satisfacer lo
sefialado en este Capitulo.
ARTICULO 122.- Las investigaciones se disefiaran a modo de evitar al maximo el
sufrimiento de los animales.
ARTICULO 123.-Cuando sea necesario sacrificar a un animal de
experimentacion, se empleara un procedimiento que asegure en lo posible su
muerte sin sufrimiento.
ARTICULO 124.- Los bioterios deberan estar de acuerdo con la especie,
conformacién corporal, habitos, preferencias posturales y caracteristicas
locomotoras de los animales, para proporcionarles comodidad, excepto cuando las
variables experimentales justifiquen otras situaciones.
ARTICULO 125.- Los bioterios de produccion o mantenimiento crénico seran
supervisados por profesionales calificado y competente en la materia y deberan
permitir el crecimiento, maduracion, reproduccion y comportamiento normal de los
animales, de conformidad con las normas que la propia institucion emita.
ARTICULO 126.- El titular de la institucion de salud en donde se realice
investigacion a la que se refiere este Capitulo, debera establecer y vigilar el
cumplimiento de las medidas de seguridad para el cuidado y manejo de los
animales, asi como las medidas de profilaxis y vacunacidon necesarias para la

proteccion del personal ocupacionalmente expuesto.
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