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1. INTRODUCCION

La fisiopatologia de la lesion traumatica de médula espinal (LTME), se caracteriza por una
lesion medular mecanica primaria seguida de una serie de mecanismos autodegenerativos (lesion
secundaria) que producen la destruccion del parénquima, inducida por cambios bioquimicos,
moleculares y celulares, que finalmente determina un proceso neurodegenerativo crénico (26, 52)
en el que se observa una intensa respuesta inflamatoria mediada por neutréfilos y células cebadas,
asi como una gran invasion de macrofagos al sitio de la lesion. Todos estos fendmenos tienen
relacion con la degeneracion gradual vascular y del tejido neural, destruyendo el sustrato anatémico

necesario para la recuperacion neuroldgica (33).

Para tratar estas lesiones se cuenta con diversas estrategias terapéuticas, entre las mas usadas estan
los trasplantes al Sistema nervioso central (SNC), sobre todo con fines de regeneracion y plasticidad
neural (2, 31). El uso de drogas como Metilprednisolona (MP), que dentro de las primeras 8 h
posteriores a la LTME y a dosis altas por 24h, mejora la recuperacion motora, aunque también
puede exacerbar la necrosis neuronal postisquémica e inhibir el crecimiento axonal (9). Y Ia
administracion de agonistas adrenérgicos como el clembuterol, el cual revierte la atrofia muscular,
eleva la expresion de Proteina acida fibrilar Glial (GFAP) y tiene un efecto sinérgico neuroprotector

al ser usado con otros farmacos como la memantina (14).

Sin embargo, ninguna de estas estrategias terapéuticas es efectiva para restablecer la funcion
neuroldgica normal, debida a la complejidad para regular los mecanismos de dafio que producen la
lesion secundaria (15). De acuerdo a esta informacion resulta imperativo centrarse en la
manipulacion de la respuesta inflamatoria como blanco terapéutico, ya que si se regula la intensidad
y tiempos en que interviene el sistema inmunolégico, se obtendra una respuesta protectora, en lugar

de resultar en un dafio especifico del tejido (35).
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Actualmente se estudian diversas moléculas, factores, terapias, y farmacos que puedan modificar
los mecanismos de neurodegeneracion, entre ellos péptidos inmunomoduladores o
inmunoprotectores como el Factor Inhibidor de la Locomocion de Monocitos (FILM), un
pentapéptido cuya secuencia es Met-GIn-Cis-Asn-Ser y con un PM de 583Da que presenta
caracteristicas bioldgicas anti-inflamatorias demostradas in vitro e in vivo sobre diversas estirpes

celulares (38).
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1. MARCO TEORICO

2.1 SISTEMA NERVIOSO

El estudio de la anatomia del sistema nervioso (SN) inicio desde hace varios siglos; existen
textos Hipocraticos del siglo V donde se sugeria el papel fundamental del cerebro como director de
las funciones corporales y mentales (55).

La figura. 1, representa la medula espinal cuya funcione principal son la recepcion de los estimulos
de los medios externo e interno, la transmision de los impulsos nerviosos a los 6rganos efectores, y

el mantenimiento de las funciones glandulares (5).

Fig. 1. Médula espinal. Izquierda: médula espinal protegida por las vértebras. Derecha: corte transversal de
las estructuras que la conforman, recubren y conectan con el SNC y los 6rganos y tejidos involucrados

(Modificado de biologia.org.mx).

De acuerdo con su localizacion, el SN se divide en dos grandes partes: SNC y Sistema Nervioso

Periférico (SNP). El SNC comprende las estructuras u érganos nerviosos que se encuentran dentro

del craneo y el conducto raquideo (cerebro y médula espinal), mientras que el SNP esta formado
12



por los troncos nerviosos que se desprenden del SNC. Fundamentalmente estos son 12 pares de
nervios craneales, que se desprenden de los drganos encefalicos, y los 31 pares de nervios

raquideos, que se desprenden de la médula espinal (64).

2.1.1 ORGANOS DEL SISITEMA NERVIOSO CENTRAL

2.1.1.1 EL CEREBRO

El cerebro es el organo principal del SNC, pesa unos 1.200gr, se encuentra en la cavidad
craneal y esta formado por sustancia gris, formada por neuronas y glia (encargada de recibir y
almacenar impulsos) y sustancia blanca, formada por fibras nerviosas (encargada de llevar los
impulsos hacia y desde la materia gris).
Su superficie tiene salientes llamadas circunvoluciones y surcos a los que se les denomina cisuras
de Silvio y de Rolando, que dividen al cerebro en dos hemisferios divididos a su vez en cuatro
lobulos (frontal, temporal, parietal y occipital). Su principal funcion es controlar y regular el
funcionamiento de los demas centros nerviosos (48).
Consta de tronco encefalico o bulbo raquideo, cerebelo, y diencéfalo; este tiltimo incluye el talamo

y el hipotadlamo. Otras estructuras son el mesencéfalo y el puente (19).

2.1.1.2 LA MEDULA ESPINAL

La médula espinal es la parte alargada del SNC que conecta el cerebro a todos los musculos
del cuerpo. Es un cordon largo y cilindrico protegido por las vértebras y ligeramente aplanado
dorsoventralmente. Mide alrededor de 43 cm de largo en las mujeres adultas y 45 cm de largo en los
hombres adultos y pesa unos 35 a 40gr. Esta rodeada y protegida por la columna vertebral (42).
La médula se compone de 31 pares de nervios espinales que se prolongan desde la médula espinal y
atraviesan los musculos vertebrales transmitiendo la informacion sensorial del o6rgano blanco al
SNC, y envian comandos motores del SNC hacia los musculos y o6rganos. Estan distribuidos a lo
largo de la médula en 8 pares de nervios raquideos cervicales (C1-C8), 12 pares de nervios
raquideos toracicos (T1-T12), 5 pares de nervios raquideos lumbares (L1-L5), 5 pares de nervios

raquideos sacros (S1-S5) y de 1 hasta 3 pares de nervios raquideos coccigeos (75).
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2.1.1.3. MENINGES

Las meninges son membranas conjuntivas que se encuentran en el interior de la cavidad
craneana y del conducto raquideo, que protegen las cubiertas exteriores del neuroeje. Se describen
tres meninges que de la superficie a la profundidad son; duramadre, aracnoides y piamadre (63).
La dura madre es una capa fibrosa y densa que envuelve desde la boveda del craneo hasta el
conducto sacro y esta conformada a su vez por dos capas de tejido conectivo; la cara superficial esta
en contacto con las paredes 6seas pero no unido a ellas, sino que existe un pequefio espacio entre
ambas conocido como espacio epidural. La aracnoides es una capa de tejido laxo unido a la cara
profunda de la duramadre, entre ambas también existe un espacio por donde circula liquido seroso,
este espacio se conoce como espacio subdural. La aracnoides envia prolongaciones llamadas
trabéculas aracnoideas que se fusionan con la capa mas profunda, la piamadre. La piamadre es una
membrana delgada unida firmemente a la superficie de la médula espinal. Entre la piamadre y la
aracnoides existe un espacio donde circula el liquido cefalorraquideo (LCR), conocido como

espacio subaracnoideo (64).

2.1.2 CELULAS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El SNC se forma al comienzo de la tercera semana del desarrollo. Los tipos celulares que

componen al SN son las neuronas, células neurogliales y células de la microglia (65).

2.1.2.1 NEURONAS

Las neuronas son las células principales del SN. Se calcula que un cerebro humano tiene
alrededor de 100,000 millones de neuronas y cada una de ellas recibe un millar de conexiones. Su
funcién es conducir, recibir y transmitir los impulsos electroquimicos nerviosos. Una neurona tipica
tiene como principales compartimentos morfofuncionales; dendritas, cuerpo celular o soma, axén y
terminales sinapticas (40) que podemos ver esquematizadas en la figura 2.
El axén es una fibra larga y delgada que transmite impulsos desde el soma neuronal hacia otra
neurona o tejido. Cada una de estas prolongaciones esta rodeada por células de Schwann ubicadas
una a continuacion de la otra formando una vaina de mielina que sirve como aislante, y entre cada

vaina existen hendiduras conocidas como nodos de Ranvier, que es por donde se desplaza el
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potencial de accion generado, hacia las terminales sinapticas, situadas en el extremo de cada axon
(76, 6).

Una neurona suele tener muchas dendritas, estructuras cortas con extensiones ramificadas
encargadas de la recepcion de sefales. Tienen adaptaciones en su membrana que generan sefiales
eléctricas como respuesta a neurotransmisores y estas sefiales convergen en el soma, que acta
como centro de integracion generando un potencial eléctrico (10, 6).

Segun su disposicion axonal, las neuronas pueden ser multipolares, bipolares y neuronas unipolares;
las neuronas multipolares tienen dendritas que se proyectan desde el cuerpo celular. Este tipo de
neuronas constituye la mayor parte de células del SNC (neuronas intercalares, integradoras y
motoras). Las neuronas bipolares tienen una tinica dendrita; y las neuronas unipolares tienen una
sola dendrita que procede de un tronco comun con su Unico axon. Durante el desarrollo embrionario
existen como neuronas bipolares, y se convierten en unipolares conforme sus prolongaciones
migran alrededor del soma neuronal, son neuronas sensitivas para gusto, vista, equilibrio y

audicion; son abundantes en la médula espinal.

Fig. 2. Estructura tipica de una neurona con sus principales estructuras funcionales (Modificado de Bases

bioldgicas del comportamiento: http://psicodm.com/temas/4-bases-biologicas-del-comportamiento/).

2.1.2.2. NEUROGLIA
La neuroglia (glia o células gliales) funcionan como pegamento neural y sostén del SNC.

La mayoria de estas células derivan del ectodermo, excepto la microglia, cuyo origen es el
15
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mesodermo. Estas células son hasta 10 veces mas abundantes que las neuronas y se ha demostrado
por medio de cultivos celulares que son fundamentales en el desarrollo de la neurona. Algunas de
sus funciones son regular, separar y aislar grupos neuronales entre si, asi como participar en
procesos de reparacion del sistema nervioso. Los cuatro tipos de células gliales son: astrocitos,

oligodendrocitos, microgliocitos y ependimocitos (63).

2.1.2.2.1. ASTROCITOS

Los astrocitos son las células gliales mas numerosas de la sustancia gris, poseen
prolongaciones muy ramificadas que ocupan la mayor parte de los espacios interneuronales y son
las encargadas de proveer sostén fisico y metabolico para las neuronas. Ademas colaboran en la
manutencion del equilibrio i6nico y en la eliminaciéon o reciclaje de neurotransmisores de la
hendidura sinaptica.
Morfolégicamente se han identificado dos clases de astrocitos; los protoplasmaticos que prevalecen
en la sustancia gris y tienen abundantes prolongaciones; y los fibrosos; que son comunes en la
sustancia blanca y tienen prolongaciones rectas. Ambos contienen haces de filamentos intermedios
compuestos por la proteina acida fibrilar glial (GFAP). En procesos patoldgicos los astrocitos
aumentan su actividad, esto les confiere la capacidad de eliminar una mayor cantidad de sustancias

dafiinas y de encapsularlas a través de la expresion de proteinas estructurales en sus prolongaciones

3).

2.1.2.2.2. OLIGODENDROCITOS

Los oligodendrocitos son las células encargadas de producir la mielina que recubre los
axones de las neuronas. Estan alineados en hileras y cada uno emite prolongaciones que llegan a los
axones, donde se forman capas concéntricas de membrana plasmatica oligodendrocitica formando
segmentos llamados vainas de mielina. La mielina tiene la funcion de aislar los axones, haciendo
eficiente el paso de los impulsos eléctricos. Un solo oligodendrocito puede ser responsable de la

mielinizacion de hasta cincuenta fibras nerviosas (63).
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2.1.2.2.3. MICROGLIA

Esta constituida por células pequeiias y escasas conocidas como microgliocitos o células de
Rio Hortega, que constituyen alrededor del 5% de toda la neuroglia. Estas células son el equivalente
al sistema inmunologico dentro del SNC.
Los microgliocitos derivan de células precursoras monociticas medulares dseas que migran hacia el
parénquima del SNC desde los vasos sanguineos durante la embriogénesis, permaneciendo en
estado inactivo hasta que existe algin perjuicio. Cuando esto ocurre, dichas células se diferencian a

células fagociticas, con capacidad para secretar citocinas y factores quimiotacticos (63, 76).

2.1.2.2.4 CELULAS DEL EPENDIMO

Son células cuboides o cilindricas conocidas como epindemocitos que forman el epitelio que
tapiza el interior de los ventriculos del cerebro y del canal central de la médula espinal. Tienen
abundantes cilios a través de los cuales movilizan el liquido cefalorraquideo, haciendo posible un

intercambio de liquido entre el tejido encefalico y la luz ventricular (76).

1.2 CICATRIZACION, HEMOSTASIA E INFLAMACION
La cicatrizacion es el mecanismo que poseen todos los organismos para reparar y regenerar
los tejidos. En los vertebrados la reparacion se realiza mediante reconstruccion del tejido conectivo,
de su vasculatura y del epitelio que lo cubre (53). La fisiologia de la cicatrizacion de la herida se
describe generalmente como un proceso de tres fases: inflamacion, proliferacion y maduracion. Sin

embargo, estas tres fases no constituyen episodios aislados, sino que son secuenciales y simultaneas

(71).

La cicatrizacion empieza cuando se forma una herida o lesién que consiste en laceracion de tejidos
con el dafio de los tejidos subyacentes. La lesion puede ocurrir por cualquier tipo de fuerzas
mecénicas o térmicas que rompen la piel y dafian el tejido conjuntivo y los vasos. Sigue una
hemorragia con exposicion del colageno, el endotelio y las proteinas intra y extravasculares, lo que

propicia la aparicion de uno de los primeros eventos, la hemostasia.
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2.2.1. HEMOSTASIA

La resolucion de la lesion comienza con la hemostasia. Consiste en la vasoconstriccion y la
coagulacion para detener la hemorragia, durante la cual se producen diferentes vasoconstrictores; el
endotelio de los vasos dafiados produce la endotelina, los demas mediadores de la vasoconstriccion
derivan de las catecolaminas circulantes (adrenalina), el sistema nervioso (noradrenalina) y las
prostaglandinas liberadas por las células dafiadas.
En cuanto a la coagulacion, se efectua por las vias extrinseca e intrinseca, que convergen
produciendo trombina, la cual cataliza la conversion del fibrindgeno en fibrina para la produccion
del trombo, y la activacion plaquetaria, que consiste en la degranulacion de las plaquetas que
liberan numerosas citocinas, factores de crecimiento y proteinas de la matriz como bradicinina,
fibrinopéptidos, serotonina y tromboxano A2. Estas sustancias fomentan una serie de mecanismos
celulares y extracelulares importantes para la hemostasia, asi como para otras etapas de la

cicatrizacion de la herida (64, 71).

2.2.2. GENERALIDADES SOBRE LA INFLAMACION

El establecimiento de la vasoconstriccion para la hemostasia dura s6lo unos minutos, antes
de que diversos factores estimulen la respuesta contraria de vasodilatacion, que se refleja con
eritema, calor, edema y dolor. La inflamacién representa un aumento de la permeabilidad en los
vasos, y el reclutamiento de los leucocitos hacia el foco de lesion mediado por la presencia de
histamina, prostaglandinas y leucotrienos.
Los neutrofilos son el primer subgrupo de leucocitos que se infiltra. Aparecen pasadas 24 a 48 horas
por el estimulo de prostaglandinas, complemento, IL-1, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
factor de crecimiento transformante beta (TGF-PB), factor plaquetario 4 (PF4) y productos
bacterianos. Su funcion principal es actuar contra microorganismos liberando enzimas proteoliticas
y mediante la produccion de especies reactivas del oxigeno, ademas de eliminar detritus tisulares.
Entre 48 y 96 horas después de que se produce la lesion predominan los macréfagos, que

permanecen en el sitio de la lesion hasta que termina la cicatrizacion.
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2.3 FISIOPATOLOGIA DE LA LESION TRAUMATICA DE MEDULA ESPINAL

Las lesiones traumaticas de médula espinal (LTME) son traumatismos en la columna que
afectan la capacidad de la médula de enviar mensajes desde el cerebro hacia los sistemas corporales
que controlan la funcion sensorial, motora y autébnoma y viceversa por debajo del nivel de la lesion.
Las principales causas de estas lesiones son accidentes automovilisticos (47%), seguido por
accidentes relacionados con el deporte (24%), el resto estda conformado por caidas, heridas con

cuchillo o arma de fuego, afecciones congénitas, etc, etc (29).

De forma general se identifican tres fases después de una LTME: la fase aguda, fase
secundaria y el proceso cronico.
La fase aguda, inicia en el momento de la lesion y se extiende por algunos dias. Durante este
periodo el trauma destruye la barrera hematoencefalica y los vasos sanguineos locales, ocasionando
una alteracion de la microvasculatura de la sustancia gris, induciendo hemorragias. Las células
sanguineas y las proteinas del suero invaden el 4rea lesionada. La destruccion de los capilares causa
isquemia, anoxia e hipoglucemia. La necrosis y la degeneracion de la mielina de los axones dafiados
continian por 8 a 24 horas. Después de 48 horas los fagocitos sanguineos se acumulan localmente
para eliminar la mielina degenerada y otros residuos celulares.
Los cambios en el flujo sanguineo afectan la sustancia gris e inducen la muerte neuronal primaria.
La formacién de edema comprime el tejido y produce una variacion anormal de Na*, K™y Ca**, que
perturban la excitabilidad y la transmision sinaptica. La concentracion de calcio aumenta en los
segmentos medulares danados y tiene un efecto nocivo sobre la funcidon de las neuronas al activar
las fosfolipasas dependientes de calcio, como la fosfolipasa C y A2, dando lugar a la produccion de
araquidonato, cuyo metabolismo produce tromboxanos, leucotrienos y radicales libres que
promueven el dafio tisular e inflamacién ademas de contribuir a disminuir el flujo microcirculatorio

(29, 11).

En la fase secundaria, que dura varias semanas, continian los cambios electroliticos y la
muerte celular por isquemia. Dentro de los primeros 15 minutos después de la lesion, las
concentraciones extracelulares de glutamato y otros aminoacidos excitatorios alcanzan
concentraciones citotoxicas (seis a ocho veces la concentracion basal) como resultado de la lisis
celular.

Hay dos momentos en esta fase en los que ocurre infiltracion de células inflamatorias. En el

primero (durante las primeras horas) se infiltran granulocitos polimorfonucleares; los neutrofilos
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aparecen en la pared de las venas y permanecen de 8 a 24 horas. Su concentracion depende de la
hemorragia en el sitio de la lesion, porque los productos de la hemoglobina son fuertemente
quimioatractantes.

En cuanto a la infiltracion de las células de linaje monocito-macréfago-microglial, se reactivan y
adquieren morfologia ameboide, expresan moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) clase I y Il y alcanzan un pico maximo de los 5 a los 7 dias poslesion, estos cambios marcan

la activacion de la microglia y su transformacion en células fagociticas (11).

La fase cronica se produce durante un transcurso de dias o afios en que el proceso
degenerativo de la médula contintia y se extiende a lo largo del sitio de la lesion. Una variedad de
receptores y canales ionicos estan alterados en los niveles de expresion y estado de activacion. Ya
que las neuronas muertas no son reemplazadas, los axones lesionados no se regeneran y los
trastornos funcionales son permanentes. En muchos casos (aproximadamente en 25% de todos las
LTME) se produce una lesion o cavidad llamada quiste. Los quistes estdn formados por glia
reactiva; ésta involucra a la microglia y la astroglia, asi como a poblaciones de células periféricas en
el area de la lesion, a esta condicion también se le conoce como siringomielia, que al agrandarse

resulta en sindromes de dolor cronico (29,11).

2.3.1 CAMBIOS VASCULARES

El ambiente medular se vuelve predominantemente anaerdbico las primeras 4 horas tras el
trauma con posibles cambios locales y sistémicos.
Inmediatamente después de la lesion se produce un aumento de la presion arterial sistémica seguido
de hipotension, que aunado a la trombosis de las venas y capilares empeora la isquemia. La
interrupcion vascular puede causar hemorragia principalmente en la sustancia gris de la médula
espinal. El desplazamiento y los fragmentos de la fractura pueden comprimir también los vasos
medulares espinales. Todo este dafio vascular produce la pérdida de sustratos vasculares. La
disfuncion mitocondrial es un fenémeno frecuente en la lesion celular tanto isquémica como
mecénica. La anoxia provoca la acumulacion de calcio intracelular provoca la liberacion de
citocromo C de la mitocondria, activando la apoptosis. El dafo a la mitocondria provoca una
deplecion de la produccion de moléculas de ATP que son necesarias para el correcto

funcionamiento de la bomba de sodio/potasio, causando finalmente la muerte celular (11).
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2.3.2 EXCITOTOXICIDAD

El término excitotoxicidad fue introducido en 1978 para describir los procesos que resultan
de la activacion excesiva de receptores de glutamato y que conducen a lesion neuronal. La
elevacion de calcio intracelular en la LTME es lo que estimula la liberacion de aminoacidos
excitatorios como el glutamato, cuya concentracion extracelular maxima ocurre pocos minutos
después del trauma. Estos son altamente toxicos para las células no dafiadas. La activacion del
receptor de glutamato produce la acumulacion rapida de sodio intracelular con el subsiguiente
edema citotoxico y acidosis intracelular (34).
La neurotoxicidad del glutamato también estd mediada por la generacion de radicales libres de
oxigeno y nitrogeno. La excitotoxicidad, particularmente mediada por el receptor NMDA, inicia
una compleja cascada de eventos que por ultimo lleva a la generacion de radicales libres que
contribuyen a la muerte neuronal a través de una variedad de mecanismos que incluyen la
peroxidacion lipidica, la inhibicion de la ATPasa de sodio y potasio y la inactivacion de los canales

de sodio, entre otros (18).

2.3.3 RADICALES LIBRES Y LIPOPEROXIDACION

Los radicales libres son moléculas altamente reactivas debido a la presencia de un electron
libre. Son producidos normalmente por procesos celulares derivados del transporte de electrones en
la mitocondria y eliminados a través de la unién a moléculas de bajo peso molecular como lo es el
acido ascorbico, la vitamina E y la glutation peroxidasa (28).
El origen de los radicales después de una lesion de la médula espinal se debe a la actividad de los
macrofagos que atraviesan la barrera hematoencefalica. Se ha identificado su pronta produccion
luego de una LTME, ya que se observa descenso de antioxidantes y alta concentracion de productos
derivados de la oxidacion del colesterol y de acidos grasos.
Las lesiones provocadas por radicales libres se deben a reacciones anormales de los radicales con
componentes celulares principalmente de la membrana celular como los fosfolipidos de los acidos
poli-insaturados. El proceso da comienzo cuando el radical libre quita un atomo de hidrogeno de
uno de los atomos de carbono de la cadena hidrocarbonada para originar un radical libre lipidico.
Puesto que los acidos grasos poliinsaturados contienen grupos metilo separados por dobles enlaces
que debilitan el enlace metileno C-H. El radical libre lipidico, para estabilizarse, sufre un reajuste
molecular que produce un dieno conjugado. El dieno conjugado reacciona con el oxigeno molecular
y se forma un radical peroxilo que puede dar lugar a endoperéxidos o bien tomar un atomo de

hidrogeno de un carbono metileno de otro acido graso poliinsaturado adyacente y formar de nuevo
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un radical libre lipidico y un hidroperoxido lipidico (4). Esta reaccion se conoce como
lipoperoxidacion, y tiene efectos negativos en la actividad de enzimas y moléculas importantes que
mantienen el potencial de membrana, tal es el caso del ATP en la bomba de sodio y potasio. La
lipoperoxidacion es acelerada por algunos catalizadores que pueden estar presentes después de una
lesion medular, algunos de estos catalizadores son componentes sanguineos como el hierro y el
cobre, asi como la hematina que es producto de degradacion de la hemoglobina (34). Los productos
finales de la peroxidacion, entre los que se incluyen hidrocarburos volatiles, alcoholes o aldehidos,
pueden difundir lejos del lugar donde se originaron y alteran la permeabilidad vascular, la respuesta

inflamatoria o la quimiotaxis (70).

2.3.4. APOPTOSIS

En 1972, Jhon Kerr, Andrew Wyllie y Alistar Currie, publicaron en el “British Journal of
Cancer” un articulo pionero en el que describieron el fallecimiento de células mediante la muerte
celular programada, y una secuencia de cambios morfoldgicos a los que denominaron apoptosis
(12), palabra griega que significa “declive”. Los autores hablaban sobre una forma de suicidio
celular distinto del proceso necrotico, caracteristicas que sugerian un proceso controlado (56).
Actualmente la apoptosis es uno de los topicos mas estudiados en inmunologia y en otras ciencias.

La apoptosis es un proceso fisiologico distinto de la necrosis y posee caracteristicas
diferentes (tabla 1); una de las mas importantes es que implica sintesis proteica. En un organismo
sano cumple distintas funciones; durante la edad embrionaria y la edad adulta son eliminadas por
dia hasta 10 mil millones de células anormales o que han cumplido su ciclo de vida, manteniéndose
asi su nimero y composicion normal (36). El sistema inmunolodgico tiene un papel regulador al ser
responsable de la eliminacioén de timocitos y linfocitos pro-B incapaces de reconocer antigenos, o
que poseen capacidad autoreactiva. Ademas, regula la destruccion de las células que ya han
cumplido su funcién como productoras de anticuerpos o citocinas, las cuales seguirian siendo

generadas de no ser destruidas dichas células (62).
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Tabla 1: Diferencias entre apoptosis y necrosis

CARACTERISTICA NECROSIS APOPTOSIS
Tamaiio celular Aumentado (edema) Reducido (contraccion)
Nucleo Picnosis Fragmentacion en partes del tamafio del
nucleosoma
Membrana Rota Intacta: estructura alterada, en especial
plasmitica la orientacion de los lipidos
Contenido celular Digestion enzimatica: puede Intacto: puede liberarse en cuerpos
salir de la célula apoptoticos
Inflamacion Frecuente No
adyacente
Papel fisiologico o Patologico siempre A menudo fisioldgico. Puede ser
patologico (culminacion de lesion celular patolégico tras alguna forma de lesion
irreversible) celular.

La apoptosis es inducida por células NK y CD8, y es controlada por mas de 200 genes y 20
moléculas diferentes (46). Su principal caracteristica es la ausencia de inflamacién, ya que las enzimas y
moléculas intracelulares se desactivan antes de la desintegracion celular, la cual ocurre por medio de
procesos proteoliticos intracelulares que conducen a la fragmentacion del genoma, desarreglo metabolico y

desintegracion del citoesqueleto.

2.3.4.1. Vias de activacion de la apoptosis

Se distinguen en general dos vias de activacion; intrinseca o mitocondrial, asociada a
cambios en la permeabilidad mitocondrial, y extrinseca o dependiente de receptor, que requiere de
senales originadas en los receptores de muerte celular localizados en la membrana plasmatica.
Ambas vias se encuentran esquematizadas en la Fig. 3, y se puede observar que convergen para
dar lugar a la activacion de las caspasas, que son las proteinas efectoras de la via apoptotica. Estas
enzimas apoptéticas permanecen en las células normales como proenzimas inactivas hasta ser
activadas por alguna de las vias. Actuan por medio de protedlisis consecutivas generandose una
activacion en cascada. Contienen un residuo de cisteina clave en el sitio catalitico y cortan

selectivamente proteinas en los sitios inmediatos en direccion C-terminal a los residuos aspartato

(44).
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Fig. 3. Esquema en el que se representa la via extrinseca e intrinseca de la apoptosis: La via extrinseca es
activada via receptores de muerte que se unen a su ligando, mientras que la via intrinseca obedece a ausencia
de factores de supervivencia y crecimiento, al incremento de radicales libres, entre otras. Ambas vias

convergen en la activacion de las caspasas.

2.3.4.1.1. Apoptosis via extrinseca

La apoptosis dependiente de receptor se activa por sefiales extracelulares. Los iniciadores
mas importantes de esta via son una familia de proteinas transmembrana que pertenece a la
superfamilia del receptor del TNF, conocidas como “Death Receptors” (DR). Uno de los mas
estudiados es el denominado sistema FAS/FASL. El FAS Ligando se encuentra en células NK y T
citotoxicas almacenado en los lisosomas, hasta que son activados, y en consecuencia el FasL se
trasloca a la superficie celular, y se expresa como proteina transmembranal. También se expresa en
neuronas y astrocitos. En cuanto al receptor, practicamente se expresa en todos los tipos celulares
de forma constitutiva en su membrana (20). Una célula T es activada por el contacto con un
péptido viral que presenta el MHC, se produce la uniéon FAS/FASL. Esta unién induce
la trimerizacion de FAS. La region citoplasmatica de cada Fas, a través de un dominio de muerte,
recluta a la molécula adaptadora de dominio de muerte asociada a FAS (FADD), la cual presenta
también un dominio efector de muerte en su extremo N-terminal, imprescindible para reclutar las

procaspasas iniciales de la cascada, como la procaspasa 8 y poner en marcha la apoptosis (74).

24



Otro desencadenante importante es el TNF-a que act@ia por medio de la proteina receptora del
Factor de Necrosis Tumoral tipo 1 Asociada a la Proteina de Dominio de muerte (TRADD)
induciendo apoptosis en defensa contra tumores, empleando un mecanismo similar al descrito para

FasL (36).

2.3.4.1.2. Apoptosis via intrinseca

La via independiente de receptor involucra la activacion directa de las caspasas por
autoprotedlisis inducida por tres proteinas; la proteina adaptadora APAF-1 y la procaspasa 9, que se
encuentran en el citosol, y el citocromo C, que se encuentra dentro de la mitocondria y cuya salida
hacia el citosol estd mediada por proteinas que actian regulando la integridad membranal de ésta.
Una de las familias reguladoras mas importantes es la familia Bcl-2, que consta de miembros
antiapoptoticos y proapoptoticos. Todos ellos son proteinas transmembranales que pueden
participar en interacciones oligoméricas y de cuyas diferencias en la expresion depende la
supervivencia de la célula (44,30). Una caracteristica estructural comin de los miembros de esta
familia es la presencia de regiones homodlogas a Bcl-2 denominadas BH. Los dominios BH estan
implicados en procesos de asociacion de cadenas polipeptidicas, formando homo y heterodimeros.
De acuerdo a la presencia de estos dominios se agrupan en tres familias: la familia de las proteinas
antiapoptoticas (Bcl-2, Bcl-X1, Mcl-1 y otras); la familia de proteinas proapoptodticas de tipo
"multidominio" (Bax y Bak) y las proteinas proapoptoticas de tipo "BH3-only" (Bid, Bim, Bad y
otras). BCL-2 y BCL-XL son las dos proteinas antiapoptdticas predominantes responsables de la
reduccion de la permeabilidad en la membrana mitocondrial al bloquear mediante su uniéon a
proteinas multidominio, las proteinas proapoptoticas. Por otra parte, las proteinas tipo BH3-only, o
la ausencia de sefiales externas de supervivencia inducen cambios conformacionales en moléculas
proapoptdticas como Bax, Bad y Bak, que forman oligdmeros que se insertan en la membrana
mitocondrial y crean canales de permeabilidad, liberando el citocromo C (43). El efecto ejercido
sobre el proceso de apoptosis parece no correlacionarse con el nimero y tipo de heterodimeros que
forman los miembros de esta familia, sino con los niveles libres de Bcl-2 y Bax (50). El citocromo
C liberado se une al factor activador de proteasas apoptoticas (Apaf-1). En Apaf-1 esta formado por
tres dominios: dominio CARD o de reclutamiento de caspasas, dominio de uniéon a dATP y dominio
Y de repeticiones WD-40, que es el sitio de union al citocromo C. Apaf-1 oligomeriza, lo cual va
acompafiado por un reclutamiento de procasapsa 9 al motivo CARD para formar un complejo

multimérico llamado apoptosoma que activa la caspasa 9, y posteriormente la caspasa 3.
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Una vez activadas, las caspasas iniciadoras activan caspasas efectoras, éstas escinden
proteinas implicadas en la transcripcion, replicacion y reparacion de DNA; cuyas dianas
intracelulares especificas incluyen proteinas de la lamina nuclear y del citoesqueleto (36). Por
ejemplo, la caspasa 1 inactiva la enzima topoisomerasa II, esencial en la replicacion de DNA,
ademas libera la enzima CAD, DNAsa citoplasmatica que en condiciones normales se encuentra
acoplada a una molécula inhibidora (ICAD) (12). La caspasa escinde sobre ICAD liberando las
endonucleasas responsables de la fragmentacion caracteristica del DNA en la apoptosis, en donde el
DNA se condensa y se produce un clivaje de éste en fragmentos oligonucleosémicos multiplos de
180-200pb (criterio bioquimico que se utiliza para la deteccion de apoptosis). Otra caspasa de gran
importancia es la caspasa 3; ésta inactiva la enzima poli ADP-ribosa (PARP), primera proteina en
ser identificada como sustrato de las caspasas, que actia catalizando la sintesis de poli ADP-ribosa

que se une en las cadenas dafiadas de DNA reparandolo (13).

2.3.4.2. INHIBIDORES DE LAS CASPASAS

Existen dos mecanismos importantes de regulacion de la apoptosis, uno de ellos consiste en
la regulacion a nivel de la membrana mitocondrial, fundamentada en la expresion de genes de la
familia Bcl-2; Ya se menciond que los miembros antiapoptoticos de esta familia limitan el
reclutamiento de los componentes del apoptosoma, inhibiendo por tanto la apoptosis a nivel
mitocondrial. Sin embargo existen otras moléculas que regulan la apoptosis inhibiendo directamente

la accion de las caspasas, entre las cuales se encuentran las proteinas inactivadoras de la apoptosis

(IAP).

Las IAP’s fueron identificadas como proteinas viricas que inhiben la muerte celular. Se caracterizan
por poseer uno o mas dominios de 70aa que contienen motivos dedos de zinc, denominados
repeticiones baculoviricas (BIR) esenciales para la actividad antiapoptotica y que a su vez pueden
ser bloqueados por la proteina Smac/Diablo (13). Estas proteinas se unen de manera especifica a las
caspasas iniciadoras o efectoras, inhibiendo la apoptosis; la caspasa iniciadora 9, asi como las

efectoras 3, 6 y 7 son inhibidas por BIRC-2, BIRC-3 y BIRC-4 (47).

26



2.3.4.3. CAMBIOS MORFOLOGICOS EN LA APOPTOSIS

Como se observa en la Fig. 4, durante la apoptosis se genera una secuencia de cambios
morfologicos que desensamblan ordenadamente la célula. Las primeras descripciones de este
mecanismo, se realizaron por microscopia, en donde se observaron los cambios morfoldgicos en
membranas. Posteriormente se utilizd microscopia electronica, técnica con la que es posible
visualizar las alteraciones a nivel ultraestructural, el hinchamiento celular, la formacién de vesiculas
en la membrana celular, los cambios en el tamafio de las mitocondrias, e incluso el estado de la
cromatina (43).
Uno de los primeros eventos es la disminucion de la adhesion celular y los contactos intercelulares,
posteriormente se pierde la integridad en la membrana plasmatica y ocurre un cambio en la
distribucién de los fosfolipidos (57). El volumen celular y el ntcleo se reducen, el citoplasma se
condensa y la cromatina se compacta, adquiriendo una distribuciéon marginal alrededor de la
envoltura nuclear, las proteinas del citoesqueleto se desensamblan y la funcién mitocondrial se
reduce. Finalmente la célula colapsa, produciéndose una escision en multiples estructuras,
denominadas cuerpos apoptdticos, constituidos por partes del citoplasma y organelos rodeados de

membrana plasmatica.

Fig. 4. Microfotografia en donde se compara la morfologia normal celular (1) y la morfologia de una célula
en estado de apoptosis (2), en al que ya se han formado la mayoria de las vesiculas apoptdticas listas para ser
fagocitadas por los macrofagos. Estas vesiculas son retiradas del espacio extracelular mediante un mecanismo
que permite el reclutamiento de células fagociticas; como ya se menciond, ocurre un cambio en la bicapa
lipidica, que deriva en la externalizacion de la fosfatidilserina, un fosfolipido que en condiciones normales se
expresa en la cara interna de la membrana, y que al exponerse en la superficie es reconocida por un receptor
especializado del macrofago, lo que explica la ausencia de una respuesta inflamatoria al impedir la liberacion
de los contenidos celulares al espacio extracelular (45).
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2.4. FACTOR INHIBIDOR DE LA LOCOMOCION DE MONOCITOS (FILM)

Actualmente se ha incrementado el uso de péptidos como agentes inmuno-diagndstico y
terapéuticos debido a sus numerosas ventajas, como lo son su alta especificidad y actividad, baja
toxicidad y escasos efectos secundarios, ademés de una minima probabilidad de acumularse en el
organismo debido a su vida media relativamente corta. En la actualidad se estan usando péptidos en
diferentes lineas de investigacién y tratamiento ya sea como antimicrobianos, antifingicos,
antivirales, en enfermedades cardiovasculares, cancer, desérdenes neurales y anti-inflamatorios (1,
32), en este contexto es posible mencionar el FILM; un pentapéptido termoestable. El FILM
proviene posiblemente de un péptido mayor o una proteina que se escinde por la acciéon de una
proteasa tipo tripsina/serina (60, 68). Fue aislado por ultrafiltracion a partir del sobrenadante en
cultivos axénicos de E. histolytica y cromatografia liquida de fase reversa (HPLC). A continuacion
se sometio a espectrometria de masas y finalmente se secuencié por la técnica de degradacion de
Edman, con la se obtuvo la estructura primaria del factor: Met-GIn-Cis-Asn-Ser de 583 Da
(MQCNS) (37). Posteriormente se generd un péptido sintético con la misma secuencia del FILM,
un analogo que diferia solo en la posicion dos pero que conservaba el segmento en estudio, y un
tercero con los mismos aminoacidos pero en diferente posicion, “scrambled”. El primero y segundo,
reprodujeron los efectos bioldgicos del FILM nativo, mientras que el scrambled carecia de ellos.
Con ello se corrobord el segmento ---Cis-Asn-Ser--- observado en la figura 6, como el grupo
farmacéforo en la secuencia del FILM, el cual es relevante e imprescindible con respecto a la

actividad anti-inflamatoria del mismo (69, 49).

Fig. 6. Estructura geométrica del tripéptido Cys-Asn-Ser, region identificada como grupo farmacoéforo del

FILM.
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In vitro el FILM inhibe la locomociéon de monocitos humanos (MP) (de ahi su nombre), sin
afectar la locomocion de neutrofilos polimorfonucleares (nPMN) y eosinofilos (ePMN), cancela
virtualmente la produccion de intermediarios reactivos del oxigeno [ROI (H,O,, O,-OH)] y la
sintesis inducida de 6xido nitrico [RNI (ON)] (en MP y nPMN sin afectar a ePMN) (61, 59),
induce un aumento importante de microtibulos asociados al centriolo y la concentracién del cAMP
mientras que disminuye el cGMP (23, 58).

In vivo el FILM retarda el arribo de mononucleares en ventanas de Rebuck en piel humana e inhibe
la hipersensibilidad retardada cutanea al dinitroclorobenceno (DNCB) en cobayos (24, 38), abate la
expresion de moléculas de adhesion VLA-4 y VCAM-1 en endotelio vascular pos-capilar de gerbos
y disminuye la formacion de adherencias pericardicas en ratas al aplicar el FILM directamente en el
sitio de lesion posterior a una intervencion quirurgica (21, 25), mientras que la inmunizacion con un
tetrdmero derivado del pentapéptido protege a gerbos del absceso hepatico amebiano experimental
(22). Estudios recientes demostraron que el FILM tiene capacidad neuroprotectora en lesiones de
médula espinal mediante la disminucion de la produccién de 6xido nitrico, lipoperoxidacion y la
modificacion en la expresion de genes como iNOS, I1-10 y TGF- B favoreciendo la sobrevida

neuronal (8).

Estudios de analisis de microarreglos, citometria de flujo, PCR tiempo real y determinacion
de proteinas por el método inmuno-enzimatico (ELISA), en diferentes lineas celulares
(premonocitica U-937 y de fibroblastos MRC-5) y en células CD4+, han mostrado que el FILM
tiene un importante papel en el equilibrio celular Th1-Th2 favoreciendo éste ultimo ya que inhibe la
produccion de interleucinas pro-inflamatorias (IL-10, IL-6, IL-12, INF-y) y favorece la produccion
de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-1r), haciendo evidente que el balance homeostatico entre
estas citocinas sea critico en la modulacion de la respuesta inflamatoria (66, 72).

El pentapéptido tiene efecto sobre la expresion de genes involucrados en el ambito
inflamatorio, proliferacion, quimiotaxis, angiogénesis, produccion de metabolitos del oxigeno,
sintesis/degradacion de matriz extracelular, homeostasis, vasculogénesis y guia axonal, modificando
la expresion de genes que intervienen con estos procesos, tales como: factores de crecimiento de
endotelio vascular (VEGF), trombopoyetina (Tpo), neuropilina, follistatina, ephrinas, factores de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factores neurotroficos (BDNF), y disminuye la
expresion de quimiocinas (MIP-1, MIP-3 y MIG) entre otras (66, 67). Los resultados anteriores
sugieren que el FILM actua principalmente mediante dos vias de sefializacion: NF-kB y MAPK

cinasas, vias que participan activamente en una respuesta inmunologica (66, 72, 73) lo cual lo hace
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objeto de este estudio. Todos estos resultado sugieren la posible aplicacion del oligopéptido con

efectos anti-inflamatorios selectivos en la clinica.

2. HIPOTESIS
En base a los efectos que tiene el FILM sobre la expresion de genes, éste modificara la expresion de

genes antiapoptdticos en un modelo animal de lesion moderara de la médula espinal.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del FILM sobre la expresion de los genes antiapoptoticos BIRC-2, BIRC-3,
BCL-XL, BCL-2y, a diferentes intervalos de tiempo en ratas Sprague Dawley hembras con lesion

moderada de la médula espinal.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

v Estandarizar:
-Procedimiento quirargico de laminectomia
-Lesion moderada de la médula espinal
-Extraccion de RNA vy sintesis de cDNA
-Técnica de PCR Tiempo real

-Electroforesis

v" Amplificar los genes BIRC-2, BIRC-3, BCL-XL, y BCL-2

v Realizar el analisis de la expresion relativa de los genes antes mencionados, en los grupos

de FILM y PBS con respecto a la expresion basal de los mismos en el grupo control.
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5. MATERIAL Y METODOS

Poblacion objetivo: Ratas Sprague Dawley
Muestra: Ratas Sprague Dawley, hembras de 12 a 15 semanas de edad y con un peso aproximado

entre 200-250 g.

Tamano de la muestra: Se utilizaron 15 ratas por cada grupo, en 4 tiempos diferentes (3hrs, 3, 7, 14

y 21 dias). Los experimentos se realizaron por duplicado.

Grupo 1. Ratas con LTME + administracion de PBS
Grupo 2. Ratas con LTME + administracion de FILM

Grupo 3. Ratas control con laminectomia, sin lesion ni tratamiento (grupo SHAM)

5.1. Lesion traumatica de la médula espinal (LTME)

Las ratas fueron anestesiadas mediante una inyeccion intramuscular de una mezcla de
clorhidrato de xilazina (10mg/kg) y ketamina (50 mg/kg) 1:1. Treinta minutos después de dicha
inyeccion y previa asepsia de la region toraco-lumbar, se realizé un corte longitudinal y se realizé
una laminectomia a nivel de la 9* vértebra toracica hasta exponer la médula espinal. Posteriormente
se realiz6 la LTME mediante una contusion. Para la contusion, se dejo caer un cilindro de 10 g de
una altura de 25 mm sobre el sitio expuesto, utilizando el impactador (Universidad de Nueva York
NYU, USA), un aparato que ha demostrado infligir una lesion por contusion en la médula espinal

bien calibrada (7).

5.2. Factor Inhibidor de la Locomocién de Monocitos (FILM)

El FILM (Met-GIn-Cis-Asn-Ser) se obtuvo de American Peptide Company Co., Sunnyvale,
CA, USA. (>95% de pureza) y se disolvio a una concentracion de 4ug/ul en amortiguador salino
de fosfatos pH 7.4 (PBS). Las soluciones de trabajo se probaron para demostrar que estuvieran
libres de endotoxina (LPS <0.3 pg.) usando el ensayo de Limulus (Amoebocyte Lysate Endosafe
KTA Charles River Endosafe INC, Charleston, SC, USA) y se guardaron a -70 ° C, hasta su uso.
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5.3. Administracion del tratamiento
Posterior a la lesion, se aplico 50ul de la solucion de FILM (200 pg) o 50ul de PBS, segin
sea el grupo experimental, directamente en el sitio donde el impactador produjo la lesion. El sitio

quirargico fue suturado y a los animales se les proporcion6 el cuidado requerido.

5.4. Cuidados pos-operatorios

Las ratas lesionadas se colocaron sobre aserrin estéril y se les administré agua filtrada,
ambos se cambiaron diariamente. La vejiga fue evacuada con ayuda de un masaje en el abdomen 2-
3 veces al dia hasta que se logro la funcion normal de la miccion. Todas las ratas fueron
monitoreadas cuidadosamente para detectar y evitar infeccion en el tracto urinario u otro signo de
enfermedad sistémica. Durante los primeros diez dias posteriores a la lesion y cuando se presento
hematuria, los animales recibieron un tratamiento de enrofloxacina (PARFARM, México, D.F.,

Meéxico) en el agua con una dosis de 64 mg/ Kg/ dia.

5.5. Obtencién de la médula espinal

Después del tiempo establecido (3 hrs, 3, 7,14 y 21 dias), la rata se colocd en posicion
dorsal para hacer un corte en la piel para dejar expuesta el area del sitio de la contusion. Se corto el
musculo a los lados del sitio de lesion, y las apofisis espinosas de las vértebras, para liberar poco a
poco y exponer mediante laminectomia 1 ¢cm de la médula espinal (0.5 ¢cm caudales y 0.5 cm
craneales al sitio de lesion) y poder retirarla del canal vertebral, para después colocarla en 5 ml de

solucion de reactivo de trizol (Invitrogen, Rife Technologies, Carlsbad, California, USA).

5.6 Obtencion de RNA total (RNAt).

La muestra anterior se homogenizo y se centrifugd a 10,000 rpm/10 min/4°C y se recuperod
el sobrenadante, al cual se le agregaron 12.5 ul de glicogeno (20 mg/ml) (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) se homogeniz6 ligeramente con vortex y se colocd en hielo por 5 min,
posteriormente se agregaron 220 pl de cloroformo, se homogenizo y coloco en hielo durante 5 min,
las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm/15 min/4°C y se obtuvo la parte superior a la cual se le
agregaron 550 pul de isopropanol, se homogenizo y se colocd en hielo por 15 min, se centrifugd a
10,000 rpm /15 min/ 4°C y se elimino el isopropanol, al paquete obtenido se le adiciond 1000 pl de

etanol al 80%, se homogenizo y centrifugo a 6000rpm / 5 min/4°C, se elimind el etanol y las
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muestras se colocaron en un bafio Maria a 3 min /45°C y se dejaron secar a temperatura ambiente
10-15 min y se resuspendi6 en 22-50 pl de agua inyectable estéril precalentada a 45°C, las muestras

de RNA total (RNAt) se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

5.7. Cuantificacion y verificacion de la integridad del RNAt

Se mezclaron 2 pl de las muestras de RNAt obtenidas con 98 pl de agua inyectable y se
cuantifico la concentracion de RNA a 260 nm y la pureza a 260/280 nm (Gen Quant Pro-
spectrophotometer, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), la integridad del RNA se
verifico en un gel de agarosa al 1.8% (Promega, Madison. W1, USA).

5.8. Sintesis de cDNA.

Una vez que se determind la concentracion e integridad del RNAt de cada una de las
muestras, se llevo a cabo la sintesis de cDNA de cada una de ellas utilizando un estuche comercial.
(Thermo Script™ RT-PCR System; Invitrogen®, USA). Se programé el equipo de acuerdo al
inserto (Tabla 2) utilizando el equipo de PCR convencional (PTC-100 Programable Thermal
Controller Invitrogen®, Corporation foster City, California; Peltier-effect cicling, MJ research, Inc.

USA).

Tabla2: Programa utilizado para la RT-PCR de RNA obtenido de médula espinal de los
grupos experimentales FILM, PBS y control.

Paso Temperatura Tiempo
(°O) (minutos)
1 65 5 *Colocar mezcla de reaccion 1
2 4 1 *Colocar mezcla de reaccion 2
3 55 50
4 4 1 Colocar 1pL de Thermo Script
5 85 5
6 37 20
7 4 10
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*Mezcla de reaccion 1: 1uL Oligo DT 0.1M, 1ul DNTP mix 10mM, 2ug RNAt; llevar a un volumen final de
13pL con agua grado PCR.
*Mezcla de reaccion 2: 4uL de buffer cDNA 5X, 1uL DTT 0.1M, 1pL RNAsa out (40U/uL)

5.1.9. Generacion de iniciadores para los genes en estudio.

Las secuencias especificas de DNA complementario (cDNA) se obtuvieron de la base de datos del
“GenBank” del Centro Nacional para la Informacion de Biotecnologia (NCBI), los iniciadores
utilizados para la amplificacion (Tabla 3.) fueron disefiados con el programa Custom Primers-Oligo
Perfet™ Designer y el software Oligo™, la concentracion usada fue de 10pmol. Se utiliz6 el gen

hipoxantin fosforibosil transferasa (HPRT, por sus siglas en Ingles) como gen constitutivo.

Tabla 3: Iniciadores generados para la amplificacion de los genes BIRC-2, BIRC-3, BCL-2 y BCL-XL.

GEN INICIADOR DERECHO INICIADOR REVERSO GENE BANK ID
BIRC-2 AGC TTG CAA GTG CTG GAT TT CTC CTG ACC CTT CAT CCG TA NM_021752.2
BIRC-3 CCC CAG GACTTT GTACCT CA ACA GAC CTG GTT CGT GCT CT NM_023987.3
BCL-XL GCA GGC CAC TCT ATC TCC AG TTC CCT CAG ACC CTG TGA AC NM_001033672.1
BCL-2 GGC TGG CAA TTG ATG GAT TT ATC ATG ACC GTT CAT GCG TA NM_001033670.1
HPRT GCA GAC TTT GCT TTC CTIT GG CGG CTG TCT TTT AGG CTIT TG NM_012583.2

5.1.10. PCR Tiempo Real

El PCR Tiempo-Real (LightCycler® FastStar DNA Master Plus SYBR GREEN I) Roche Applied
Science, Mannheim, Germany) se realiz6 en un capilar para el equipo de Light Cycler en un volumen
de 10 ul conteniendo: 1 pul, SmM MgCl,, 0.3-0.5 uM de cada uno de los iniciadores, 2 ul de la mezcla
de reaccion LightCycler SYBR GREEN Iy 0.2 pl de la mezcla de enzima PCR (Roche Applied

Science, Mannheim, Germany).

El protocolo consistio de cuatro programas: 1) Pre-incubacion, 2) Amplificacion, 3) Curva de fusion,
4) Enfriamiento. Para cada programa se estandarizaron los tiempos y las temperaturas de reaccion

dependiendo de los iniciadores generados y del tamano del amplificado (Tabla 4).
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Las curvas de amplificacion se analizaron usando el software proporcionado por el fabricante
(Software de LightCycler, version 3.5, Roche Molecular Biochemicals). La identificacion de los
productos de PCR se confirmo por el analisis de las curvas de disociacion. Las reacciones de cada
muestra se realizaron por duplicado, se usé un control negativo sin RNA como templado. Las
concentraciones relativas se calcularon por el método Ct (nimero de ciclos en el que se inicia la
amplificacion exponencial del templado) y se obtuvo un promedio de los valores de cada muestra, asi
como un promedio de expresion de los genes seleccionados el cual se compar6 con la expresion del

gen constitutivo HPRT normalizando la expresion de los genes BIRC-2, BIRC-3, BCL-XL y BCL-2.

Tabla 4: Condiciones para llevar a cabo la amplificacién de los genes BIRC-2, BIRC-3, BCL-
XL y BCL-2.

Segmento Temperatura  Tiempo Modo de Modo de
°C adquisicion Analisis
Preincubacion 1 95 10seg Ninguno Ninguno
Desnaturalizacion 95 10seg Ninguno
Amplificacion 45 Alineacion *X 10seg Ninguno Analisis
cuantitativo
Extension *T Simple
72
Desnaturalizacion 95 Ninguno
Fusion 1 Alineacion 65 Imin Ninguno Curvas de
fusion
Fusion 95 Continuo
Enfriamiento 1 40 30seg Ninguno Ninguno

*X: La temperatura de alineacion es de 60° para los genes BIRC-2, y BIRC-3, y HPRT, y de 62° para los
genes BCL-2 y BCL-XL.

*T: El tiempo de alineacion es de 8seg para los genes BIRC-2 y BIRC-3, de 9seg para el gen BCL-XL, de
8seg para el gen HPRT y de 7seg para el gen BCL-2.
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6. ANALISIS DE PERFIL DE EXPRESION

El analisis de expresion relativa se realiz6 con el método conocido como doble derivada,
sugerido por el proveedor, (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) para al analisis de
expresion de genes en PCR tiempo real. Para el analisis se obtienen los Ct's de cada grupo
experimental (Cycle Threshold, o Cp que significa punto de cruce), cifra que indica el ciclo umbral
en el que es detectada la amplificacion exponencial del templado. Se realiza un analisis comparativo
dato a dato de los Ct’s para cada grupo de estudio, con respecto a los Ct’s del gen constitutivo
HPRT. Donde Delta 1 (X1) corresponde a la expresion del gen problema menos la expresion del
gen constitutivo HPRT, y Delta 2 (X2) resulta de la restar a X1 de las ratas con tratamientos, el
valor X1 de las ratas Sham, el cual corresponde a la expresion basal del gen problema en ratas

sanas.

Relacion de expresion bajo la formula:

Cp del gen problema (tratado FILM o PBS )/Cp del gen constitutivo (tratado FILM o PBS)

Cp del gen problema (sin tratar, ratas SHAM )/Cp gen constitutivo (grupo SHAM)

Finalmente cada X2 se coloca como la potencia negativa de 2. Al graficar estos resultados puede
observarse la expresion relativa del gen problema en ratas con y sin tratamiento con respecto a la

expresion relativa del gen en ratas Sham, a través de los diferentes tiempos de evaluacion.

7. DESCRIPCION OPERATIVA DE LAS VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES

a) Administracion del FILM después de una LTME, y en el mismo sitio, se administro, por
difusion, 50ul (4 pg/ul) de una solucion de FILM a una concentracion final de 200ug. Al

finalizar se suturo la zona de la cirugia.
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b) Administracion del PBS después de una LTME, y en el sitio se administr6 por difusion,
50ul de una solucion de PBS pH 7.4. Al final se suturo la zona de la cirugia.

VARIABLES DEPENDIENTES

a) LTME. Dafio en la médula espinal causado por el impacto con un cilindro de acero de 10g
de peso que se deja caer de una altura de 25 mm. El dafio origina inflamacion y destruccion
del tejido de la médula espinal, asi como pérdida parcial de la actividad motora en las

extremidades posteriores del 100% de los animales.

b) Perfil de expresion de genes en los grupos experimentales de ratas con LTME: ratas con

LTME tratadas pos-lesion con PBS y ratas con LTME tratadas pos-lesion con FILM.

c) Perfil de expresion de genes en ratas SHAM.

d) Cuantificacion de la expresion de genes por Tiempo Real.

8. CONSIDERACIONES ETICAS

Para la realizacion del presente proyecto, se tomaron en cuenta los lineamientos establecidos por el
reglamento de la Ley general de salud en materia de investigacion para la salud (Titulo séptimo: De
la investigacion que incluya la utilizacion de animales de experimentacion) (41), la Norma
Mexicana para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-

1999) apartado 5.1 para roedores (51) y la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (27).

Se utilizaron ratas Sprague Dawley, hembras de 12 a 15 semanas de edad, con un peso aproximado
entre 200- 250 g, las cuales se alojaron en cajas de policarbonato de piso so6lido, se les proporciond
alimento esterilizado, con 18% de proteina cruda, 6% de grasay 3% de minerales. El agua de beber
fue potable y se esterilizo en autoclave. La administracion de agua y alimento fue de libre acceso.
Se les dieron los cuidados y atencion necesarios.

a) Se mantuvieron en el bioterio del Proyecto Camina que cuenta con todos los requisitos

especificos establecidos.
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b) La salud, manipulacién y alimentacion de los animales se realizo por personal especializado del
bioterio.

c) Los procesos de cirugia, analgesia, anestesia y recuperacion, estuvieron a cargo de Méedicos
Veterinarios Zootecnistas (colaboradores del protocolo) que ademas finalizaran con el proceso de

eutanasia cuando el protocolo lo requirio.
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10. RESULTADOS

10.1. Laminectomia y LTME

Se llevd a cabo la laminectomia en los grupos experimentales de animales tratados con FILM o
PBS. Como se observa en la Fig. 7, la médula queda expuesta, lo que hace posible la LTME con el
impactador. Después de hacer la lesion se aplicd el tratamiento correspondiente, se suturd cada

animal y se realizaron cuidados postoperatorios pertinentes.

Figura 7. Fotografia de médula espinal expuesta por laminectomia (Microscopio estereoscopico 4X).

10.2. Obtencion de RNAt

Se confirmé la integridad del RNAt (Fig. 8) obtenido a partir de la médula espinal de los grupos
experimentales, en un gel de agarosa 1.8% donde se observaron las bandas caracteristicas
correspondientes a las fracciones de RNA ribosomal 28S y 18S de cada grupo experimental (FILM,

PBS y Sham).

40



28S —»
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Figura 8. Integridad del RNAt obtenido por el método de extracciéon con trizol de los diferentes grupos

experimentales. 1) LTEM + PBS, 2) LTME + FILM, 3) SHAM

10.3. Amplificacion obtenida mediante PCR en tiempo real

Se llevo a cabo la amplificacion de los genes BIRC-2, BIRC-3, BCL-2, BCL-XL y HPRT. En los
conjuntos de graficos siguientes, se observa la sefial que emite el amplicon de cada gen durante los
distintos tiempos de evaluacion. En el eje X se representa el ciclo de amplificacion o Cp, el cual
corresponde al niimero de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de fluorescencia
significativo con respecto a la sefial de base. En cuanto al eje Y, corresponde a la cuantificacion del
producto obtenido (en cualquier momento de la amplificacién) expresado como logaritmo, el cual
representa la fase exponencial de amplificacion.

De acuerdo a los grupos en material y métodos:

Las curva azules representan al grupo tratado con PBS, las curvas rojas al grupo tratado con FILM,
y en color gris se observa expresion del gen constitutivo y en negro el control negativo. Finalmente

los graficos corresponden al grupo: A) 3 hrs, B) 3 dias, C) 7 dias, D) 14 dias 'y, E) 21 dias.
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10.3.1. Amplificacion del gen BIRC-2
En los siguientes graficos (A-E) se observa el comportamiento del gen BIRC-2, en el cual,
la deteccion de las muestras correspondientes al grupo FILM ocurre antes que aquellas

pertenecientes al grupo PBS, tendencia que continua hasta el final de la evaluacion a los 21 dias.
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10.3.1. Amplificacién del gen BIRC-3
En los siguientes graficos (F-J) se observa el comportamiento del gen BIRC-3. Las

muestras correspondientes al grupo FILM son detectadas con un menor niimero de ciclos de

Fluorescencia

Fluorescencia

amplificacion que aquellas pertenecientes al grupo PBS en todos los tiempos de evaluacion.
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10.3.3. Amplificacion del gen BCL-XL

En los siguientes graficos (K-O) se observa el comportamiento del gen BCL-XL, en el cual,
la deteccion de las muestras correspondientes al grupo FILM ocurre antes que aquellas
pertenecientes al grupo PBS en todos los tiempos de evaluacion. Esta diferencia entre una y otra
expresion disminuye a su vez a medida que el tiempo de evaluacion aumenta. De manera que para

la evaluacion a los 21 dias, el valor del Cp del grupo FILM es similar a la del grupo PBS.
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10.3.4. Amplificacion del gen BCL-2

En los siguientes graficos (P-T) se observa el comportamiento del gen BCL-2. Como en los
casos anteriores, es posible observar que las muestras correspondientes al grupo FILM son
detectadas con un menor numero de ciclos de amplificacion que aquellas pertenecientes al grupo

PBS en todos los tiempos de evaluacion.
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10.4. Identificacion de productos de PCR.

La caracterizacion de los productos de PCR obtenidos al amplificar cada gen se confirmo
por el andlisis de su respectiva temperatura de fusiéon o Tm, parametro que es especifico para un
fragmento amplificado, haciendo posible su identificacion. A continuaciéon se muestra uno de los
graficos (Grafico 1) obtenidos en el que se distinguen los picos concretos tanto para el gen en

estudio como para el gen constitutivo.

A

HPRT

Tx. FILM
Tx. PBS

A A

Fluorescencia

4— I
Temperatura °C CN

Grafico 1: Identificacion de los productos de PCR para el gen BIRC-3. El pico en las muestras de
FILM (rojo) y PBS (azul) es el mismo (Tm aproximada de 85°C), mientras que el gen HPRT
(naranja) tiene un pico diferente (Tm aproximada de 78°C). Esta identificacion se realizd en cada

uno de los genes y tiempos de evaluacion realizados.

Posteriormente se realizd su identificacion por medio de una electroforesis en gel de

agarosa (Figura 10.) en la que se observaron las bandas de amplificacion especificas de cada gen.
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Fig. 10. Los iniciadores generados para los genes BIRC2, BIRC-3, BCL-2 y BCL-XI mostraron
especificidad, al observarse una unica banda de amplificacion para cada uno de ellos; 1. Marcador 100pb,

2.Gen constitutivo HPRT, 3.Gen BIRC-2, 4.Gen BIRC-3, 5.Gen BCL-2, 6.Gen BCL-XL.

10.4. Graficos de expresion

En la grafica 22, correspondiente al gen BIRC-2, se observa que durante las primeras tres horas
posteriores a la lesion este gen se encuentra mas elevado en el grupo tratado con FILM con respecto
al grupo tratado con PBS. La expresion elevada del gen en los grupos tratados con FILM se
mantiene también en las evaluaciones de 3, 7 y 14 dias, mientras que a 21 dias, la expresion del gen

en ambos tratamientos practicamente ha regresado a niveles basales.
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Grafica 22. Expresion relativa del gen BIRC-2 con respecto al tiempo de evaluacion Expresion del gen BIRC-

2, con dos tratamientos; las barras en negro corresponden al grupo FILM, y las barras grises al grupo PBS.

En la grafica 23 se observa que la expresion del gen BIRC-3, forma en los grupos tratados con
FILM una curva descendente en la que la expresion del gen disminuye a lo largo de los diferentes
tiempos de evaluacion. A diferencia del gen BIRC-2, el gen BIRC-3 se mantiene por encima del
nivel basal hasta los 21dias. Los valore de expresion relativa del gen en los grupos tratados con PBS
son fluctuantes y no es posible describir una tendencia sin embargo su expresion fue mayor hasta

los siete dias de evaluacion.
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Grafica 23. Expresion relativa del gen BIRC-3 con respecto al tiempo de evaluacion, con dos tratamientos;

las barras en negro corresponden al grupo FILM, y las barras grises al grupo PBS.

En la grafica 24, correspondiente al gen BCL-XL, se observa que la expresion relativa del gen a los
tiempos de evaluacion de 3hrs, 3 y 7dias, es elevada en ambos grupos de estudio (FILM y PBS). No
obstante la expresion en los grupos tratados con el pentapéptido siempre es mayor. En cuanto a las

evaluaciones de 14 y 21 dias, la expresion del gen ha disminuido practicamente a niveles basales.
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Grafica 24. Expresion relativa del gen BCL-XL con respecto al tiempo de evaluacion con dos tratamientos;

las barras en negro corresponden al grupo FILM, y las barras grises al grupo PBS.

La grafica 25 corresponde al gen BCL-2. En donde es posible observar la gran diferencia en el valor
relativo de expresion entre el grupo tratado con FILM y el grupo tratado con PBS durante el primer
tiempo de evaluacion (3hrs). Posteriormente los niveles de expresion disminuyen permaneciendo

ligeramente por encima del nivel basal hasta el final del ensayo a los 21 dias.

50



-
O
1

Hl FILM
PBS

-
o
1

Expresion relativa del gen

5
0 = T .I i -I i -I - .| -
A S N

Tiempo de evaluacién

Grafica 25. Expresion relativa del gen BCL-2 con respecto al tiempo de evaluacion con dos tratamientos; las

barras en negro corresponden al grupo FILM, y las barras grises al grupo PBS.

11. DISCUSION:

Luego de una LTME, se produce una respuesta inflamatoria intensa mediada
principalmente por neutrofilos y macrofagos, primeras células en migrar al sitio de lesion, que junto
con plaquetas, células endoteliales y microglia, producen O, *  y ON, generando dafio elevado
debido a la baja capacidad antioxidante en el SN. Las lesiones posteriores generan una
neurodegeneracion progresiva, destruyendo el sustrato anatdmico necesario para la recuperacion
neurologica, y progresando hacia un estado de inflamacion cronico. Las estrategias
neuroprotectoras utilizadas hasta ahora no han sido capaces de proporcionar resultados clinicos
satisfactorios, sin embargo en base a sus deficiencias se concluye que el elemento fundamental para
que exista una recuperacion adecuada, consiste en la preservacion del tejido neuronal por medio de
un control eficiente de la inflamacion, evitando la lesion secundaria que ésta produce y permitiendo
la sinapsis a lo largo del canal medular, aumentando por tanto las posibilidades de recuperar la
capacidad motriz. Debido a ello, continia la busqueda de mecanismos terapéuticos y

neuroprotectores alternativos para modular esta respuesta inflamatoria perjudicial.

51



En el presente estudio, fue posible demostrar que el FILM posee un efecto neuroprotector al ser
capaz de elevar algunos de los genes antiapoptoticos evaluados, los cuales aumentarian por
consiguiente la supervivencia neuronal después de una LTME al evitar la apoptosis. En los graficos
de expresion relativa de los genes BIRC-2 y BIRC- 3, que son inhibidores directos de las caspasas
(13), se observa una tendencia de curva descendente, como una curva dosis respuesta. Este tipo de
comportamiento, en el que la expresion relativa del gen es inversamente proporcional al tiempo de
evaluacion del tratamiento, nos lleva a pensar en una curva dosis-efecto. Por lo que es posible
proponer que el efecto neuroprotector del FILM podria estar relacionada con la presencia del
mismo en el organismo, haciendo de gran interés, la posterior evaluacion de dicho gen aplicando no
solo una dosis de FILM, si no administrandolo de forma continua, determinando de esta forma si es

posible sostener la sobreexpresion del gen durante todo el tiempo de evaluacion.

Por otra parte, se evaluaron también genes moduladores de la permeabilidad membranal, BCL-2
BCL-xl, (36), en los que no se observa un comportamiento determinado. No obstante, la expresion

en los grupos de interés, es decir los tratados con el pentapéptido, es mayor en todos los casos.

En los 4 genes determinados, los grupos evaluados a un tiempo de 3 horas son los que mas
discrepan entre si, esto puede deberse a que todos los fendmenos relacionados con la inflamacion
ocurren durante la fase aguda, que consiste en las primeras horas posteriores al trauma y durante las
cuales la expresion de que genes, cantidad y tipo de células presentes, concentraciones de citocinas,
y todos los elementos presentes en la inflamacion cambian de un momento a otro, haciendo dificil
el momento de evaluacion precisa (54). Este argumento se ve soportado en trabajos anteriores, en
los que se ha demostrado que la aplicacion del FILM inmediatamente después de una lesion,
favorece un aumento en la expresion de genes neuroprotectores como IL-10 (que también es un gen
tipicamente anti-inflamatorio) y TGF-B, ademas de disminuir la expresion de iNOS, gen que
participa en el proceso de la lipoperioxidacion, todo ello especificamente dentro de las tres primeras

horas postlesion, lo refuerza la necesidad de un esquema de dosis multiples actualmente en proceso.

No obstante, es posible enunciar que el FILM muestra un efecto positivo en el incremento de los
genes antiapoptoticos BIRC-2 y BIRC- 3, que inhiben la accion de las caspasas (otro enfoque mas a
estudiar) regulando la salida del citocromo C a través de la membrana, lo que podria

correlacionarse con un estudio reciente en el que se ha demostrado la sobrevida de neuronas
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rubroespinales, un tipo de células relacionadas con la coordinacion motriz, ya que activa las
motoneuronas de los miisculos flexores, sobre todo de la extremidad superior, e inhibe las de los
musculos extensores; Silva y col. realizaron un ensayo en el que se trataron animales
experimentales con FILM después de una LTME, y mediante observaciones cualitativas y
cuantitativas y determinan la supervivencia de neuronas rubroespinales. Encontraron que los grupos
tratados con FILM, mostraron una mayor supervivencia, en comparacion con los grupos tratados
con PBS.

En este mismo estudio, Silva y col. observaron que animales experimentales que recibieron el
FILM como tratamiento, presentaron una mejor recuperacion motora que aquellos tratados con
PBS, obteniendo un grado mas alto en la escala BBB, escala desarrollada especificamente para este
modelo de investigacion, que permite asignar un puntaje a cada animal de acuerdo a su capacidad
motriz (7); Asi en ambos experimentos se comprueba la capacidad neuroprotectora del FILM.

En un contexto similar, los mismos autores, observaron que en el FILM favorecio la prevalencia de
neuronas rubroespinales o de nucleo rojo, efecto que podria estar soportado por nuestros resultados,
es decir, que el FILM aumento en la expresion de genes antiapoptoticos, lo cual explicaria la
mejora clinica de los animales al ser evaluados mediante la prueba BBB, pues al preservarse las
células que fungen como sustrato anatomico es posible mantener la comunicaciéon neuronal. Esta
importante funcion antiapoptotica ocurre a la par que otros efectos comprobados, entre los que se
encuentran la respuesta adaptativa ante el estrés, la proliferacion y diferenciacion celular, la
senalizacion y la respuesta inmune, etc. (16). Por ejemplo; se ha demostrado que el FILM aumenta
la expresion del gen de la IL-10 y TGF-B (8), lo cual resulta de gran interés ya que ambas
moléculas son importantes en el contexto de la inflamacion y la reparacion; El TGF-f es una
citocina antiinflamatoria que estimula la produccion de colageno, fibronectina y proteoglicanos,
inhibe la degradacion del colageno, e inhibe la proliferacion de linfocitos), mientras que la IL-10
inhibe citocinas que participan en procesos inflamatorios, como IL-6, IL-8, 1L-12, IFN y MIPa

(39).

Actualmente, autores como Duckett y Salvesen, ya han demostrado las ventajas de la manipulacion
de genes de la familia IAP, como terapia, puede proteger o retrasar la muerte celular ante estimulos
apoptdticos (17). Este fue el efecto que se consiguio al utilizar FILM; se obtuvo la sobreexpresion
de genes como BIRC-2 y BIRC-3 que pertenecen a dicha familia. EI conjunto de efectos ejercidos
por el FILM lo convierten en una posible estrategia farmacologica para utilizar en la practica

clinica, con el fin de evitar el dafio que genera la inflamacion luego de un trauma.
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12. CONCLUSIONES
En este trabajo se comprobd que mediante el tratamiento con FILM en una lesion medular es
posible obtener sobreexpresion de los genes antiapoptoticos BIRC-2 y BIRC-3, BCL-2 y BCL-XL,

con lo cual se puede evitar la muerte celular ante estimulos apoptoticos, favoreciendo una

neuroproteccion y mejorando el prondstico clinico posterior a una LTME.

13. PERSPECTIVAS

=>» Realizar estudios de cuantificacion de proteinas para determinar la correlacionar de la expresion

con produccion.

= Generar un esquema de multidosis de FILM para comprobar si el efecto sobre genes anti-

apoptdticos se observa en tiempos posteriores a tres horas.

= Analizar el efecto del FILM sobre posibles vias de sefializacion , particularmente las

relacionadas con el proceso de apoptosis,
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