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RESUMEN

La lesion de médula espinal (LME) son las alteraciones estructurales y funcionales, que van
desde el bloqueo transitorio de la conducta eléctrica, hasta la falta total de la misma,
dependiendo del sitio y el grado de lesion, y que puede culminar con la muerte. Después de
una LME, se desencadenan una serie de fenomenos autodestructivos que incrementan el
dafio al tejido nervioso. Entre ellos se destaca la apoptosis que se presenta en todo el tejido
neural. La cascada de apoptosis se activa por citocinas inflamatorias producto de la lesion,
incremento de calcio libre intracelular, dafio por radicales libres y excitotoxicidad, entre
otros.

Existen varias estrategias terapéuticas para proteger el tejido neural, entre ellas la
inmunizacion con péptidos neurales modificados, como el A91, ha demostrado efectos
importantes sobre la respuesta autorreactiva. La autorreactividad protectora (AP) es un
concepto innovador que propone modular mecanismos autorreactivos con el fin de
promover la neuroproteccion, activando células de la microglia bajo un fenotipo que se
caracteriza por una baja produccion de radicales libres. La inmunizacién activa con
péptidos neurales modificados como “A91” puede reducir la degeneracion secundaria de
neuronas y promover una mejor recuperacion motora en animales con LME. A la fecha no
se conocen con exactitud los mecanismos por medio de los cuales, la AP promueve la
proteccion del tejido sin embargo, se ha sugerido que uno de los mecanismos puede ser la
disminucién en la produccidn de radicales libres y citocinas pro-inflamatorias como TNF-a
los cuales se asocian a la inhibicion de la apoptosis. Por ello se estudido el efecto
neuroprotector del péptido A91 sobre la apoptosis del tejido neural, en animales con lesion

traumatica en la médula espinal.
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Se evaluo la apoptosis en 72 ratas hembras de la cepa Sprague Dawley a los 7 y 30 dias pos
lesion. Se formaron tres grupos: 1) Ratas SHAM; 2) Ratas con LTME + PBS y 3) Ratas
con LTME + inmunizacién activa con “A91”. Se determin6 la activacion de caspasa-3 y
TNF-a mediante inmunoensayo de Western blot. Los cambios apoptdticos como
condensacion de la cromatina y fragmentacion nuclear se visualizaron por tincion de
Diclorhidrato 4',6-diamidino-2-fenilindol. Se determino la recuperacion en la habilidad
locomotora en ratas con LTME a los 7 dias y 30 dias post lesion

Los resultados mostraron una disminucion en la expresion de TNF-a y en la activacion de
la caspasa-3 al inmunizar a las ratas con el péptido “A91” a los 7dias post lesion, asi como
una disminucion de la apoptosis a este mismo tiempo. Al evaluar la locomocién mediante
la escala de BBB, se observd que las ratas inmunizadas con “A91” presentaron una
recuperacion significativa en la capacidad motora. Lo anterior sugiere que el péptido “A91”
ejerce un efecto neuroprotector al reducir la apoptosis en la fase aguda a los 7 dias después

de la LME.
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1. INTRODUCCION

La lesion de médula espinal (LME) es un término amplio que se refiere al dafio causado en
la médula espinal debido a innumerables causas, las cuales originan en el individuo
paraplejia o cuadraplejia dependiendo del sitio y el grado de lesion, y que puede culminar
con la muerte. La LME, origina una serie de fenomenos autodestructivos que incrementan
el dafio al tejido nervioso. Entre dichos fendmenos podemos mencionar la apoptosis que se
presenta en todo el tejido neural. La cascada de apoptosis es activada por citocinas
inflamatorias, producto de la lesion, por incremento de calcio intracelular libre, por dafio
inducido por radicales libres y excitotoxicidad. Existen varias estrategias terapéuticas para
proteger el tejido neural después de la LME, entre ellas la autorreactividad protectora
(AP). La inmunizacién activa con péptidos como el “A91” puede reducir la degeneracion
secundaria de neuronas y promover una mejor recuperacion motora en animales con LME
(Moalem et al., 1999; Hauben y et al., 2000). A la fecha no se conocen con exactitud los
mecanismos por medio de los cuales, la AP promueve la proteccion del tejido. Existen
varios datos que sugieren que uno de esos mecanismos podria ser la inhibicion o
neutralizacion de la apoptosis. El presente proyecto pretende evaluar el efecto de la AP

sobre el fendmeno apoptotico en el sitio de lesion.

2. MARCO TEORICO

Los organismos unicelulares y pluricelulares simples reaccionan ante estimulos quimicos y
fisicos, con respuestas receptoras, motrices y secretoras. En los animales mas complejos,
las células especializadas denominadas neuronas o  cé€lulas nerviosas, transfieren

informacion con rapidez entre distintas partes del cuerpo de un animal. Todas las células
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de un organismo junto con sus células de sostén constituyen su sistema nervioso (Snell,

2010).

2.1 CELULAS NERVIOSAS Y SUS CONEXIONES

2.1.1 Neurona

Para cumplir con su funciéon de comunicacién, la neurona, lleva a cabo dos actividades
distintas pero acopladas entre si: la conduccion de una sefial desde una parte de la célula a
otra y la transmision sinaptica, que consiste en la comunicacioén de células adyacentes. El
contacto entre la terminacion axdnica y su objetivo se denomina sinapsis, las sinapsis
pueden tener lugar entre las células nerviosas, o entre un axén y una célula no neuronal,
como una fibra muscular. Un impulso o potencial de accion es una onda de despolarizacién
eléctrica que se propaga a lo largo de la superficie de la membrana de la neurona. Cuando
se aplica un estimulo a una parte particular de una neurona, se desencadena un impulso que
se transmite a las demads partes de la célula. El citoplasma de las neuronas suele poseer unas
proyecciones largas denominadas neuritas, cuyo extremo se encuentra muy cerca de la
superficie de otras células. Las neuritas o proyecciones neuronales de los animales
superiores suelen especializarse para formar dendritas y axones (Crossman y Neary, 2007).
Los axones pueden ser mielinicos o amielinicos. Los axones mielinicos estan cubiertos por
una gruesa capa de material lipidico, denominado mielina, la cual esta formada por capas
de membrana plasmatica derivadas de células satélite especificas. La mielina se extiende a
lo largo del axon y estd interrumpida a intervalos regulares por aberturas conocidas como
nddulos de Ranvier. En los nddulos de Ranvier la membrana del axon no estd cubierta de
mielina si no que se encuentra en contacto directo con el liquido extracelular (Pocock et al.,

2006).
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Dentro del sistema nervioso central (SNC), las dendritas de las neuronas se ramifican
extensamente, y de esta forma pueden recibir informacidon procedente de muchas zonas
diferentes. Cada célula nerviosa da lugar a un axon individual, que puede ramificarse para
contactar con una serie de objetivos diferentes. Las ramificaciones se denominan
colaterales del axon. Cada rama termina en una pequefia protuberancia, la terminacioén

axonica también es llamada terminacion nerviosa (Figura 1).

Terminacion presinaptica

Vesicula sinaptica

Cuerpo celular

Hendidura sinaptica

I - - Ceélula postsinaptica
— Dendrita

Mielina

Axon

Colateral axdonica

Boton
terminal

Figura 1. Representacion esquematica de la neurona y la sinapsis.

La transmision de la informacion a través de una sinapsis tiene lugar cuando un potencial
de accion alcanza la terminacidn nerviosa presindptica. La terminacién nerviosa se
despolariza, y dicha despolarizacién da lugar a la apertura de los canales de Ca™
dependientes de voltaje en la neurona presinptica. El Ca™ penetra en la terminacion

nerviosa a favor de gradiente electroquimico con el consiguiente incremento del calcio

19



libre, que induce la fusion de una o mas vesiculas sinapticas con la membrana presinaptica
(Pocock, et al., 2006). De tal forma que la neurona al presentar un incremento en la
concentracion intracelular de este ion, forma el complejo Ca-calmodulina (CaCaM), que
por si mismo activa a una proteincinasa CaCAM- dependiente (PK-CaCaM). Este
fendmeno conduce la fosforilacion de la sinapsina-I, sustrato proteico, que en su forma sin
fosforilar muestra una gran afinidad por las vesiculas sinapticas evitando que sean liberadas
del citoesqueleto; sin embargo, una vez que la sinapsina-I es modificada estructuralmente
por la PK-CaCaM, pierde su afinidad por las vesiculas sindpticas, que al separarse del
citoesqueleto se fusionan entre si en el espacio intersinaptico, liberando al neurotransmisor
(NT). En las terminaciones nerviosas, este proceso secretor es muy rapido y ocurre al cabo
de 0,5 milisegundos (ms) de la llegada del potencial de accion (Mansilla-Olivares 2004).
Las células nerviosas utilizan una amplia variedad de moléculas de sefalizacion como
neurotransmisores, incluyendo la acetilcolina, la noradrenalina, el glutamato, el acido g-
aminobutirico (GABA), la serotonina (5-HT) y numerosos péptidos, como la sustancia P y
la encefalina (Pocock, et al., 2006).

El NT secretado difunde a través de la hendidura sindptica y se une a los receptores de la
membrana postsinaptica. Los acontecimientos ulteriores dependen del tipo de receptor
presente. Si el receptor activa un canal i6nico operado por un ligando, la transmision
sindptica suele ser rapida y de corta duracion, y un ejemplo de ello es la accion de la
acetilcolina en la unién neuromuscular. Si el NT activa un receptor acoplado a la proteina
G, el cambio en la célula postsindptica es de inicio mucho mas lento pero se prolonga
durante un periodo mayor de tiempo, un ejemplo es la accion excitadora de la noradrenalina

en los receptores oj-adrenérgicos de los vasos sanguineos periféricos. Cuando un NT (p.
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€j., acetilcolina o glutamato) es liberado desde la terminacion nerviosa presinaptica y se une
a canales catidonicos no selectivos abriéndolos, se produce una transmision sindptica
excitadora rapida. La apertura de estos canales provoca la despolarizacion de la célula
postsinaptica durante un periodo breve de tiempo. Esto cambia el potencial de membrana
hasta el umbral requerido para la generacion de un potencial de accidén por lo que la célula
postsinaptica es mas excitable, cuando la célula postsinaptica es una neurona, la
despolarizacioén se denomina potencial postsindptico excitador, produce una sinapsis que se
lleva a cabo de 1-5 ms (Pocock, et al., 2006). El potencial de membrana estd determinado
por la distribucion de los iones a través de la membrana plasmatica y depende de la
permeabilidad de membrana a dichos iones (Figura 2). En reposo, la membrana es mucho
mas permeable al potasio que al sodio y, por consiguiente, el potencial de membrana
(aproximadamente -70mV) es parecido al potencial en equilibrio para el potasio
(aproximadamente -90mV). Sin embargo, si la membrana tuviera la misma permeabilidad
al sodio que al potasio, el potencial de membrana seria cero (es decir, la membrana estaria
despolarizada). En consecuencia, cuando un NT como la acetilcolina abre una canal
cationico no selectivo en la membrana postsindptica, disminuye el potencial de membrana,
es decir, la célula postsinaptica se despolariza en el punto de estimulacion. El valor exacto
dependera del numero de canales que se hayan abierto, ya que esto determinara hasta qué
punto ha aumentado la permeabilidad de la membrana al sodio en comparacién con el

potasio. (Pocock, et al., 2006; Crossman y Neary, 2007; Elaine, 2008).
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Figura 2. Potencial de membrana en reposo (Tomado de Curtis y Duarte, 2007).

La transmision sinaptica inhibitoria rapida tiene lugar cuando se libera un NT (como el
GABA o la glicina), desde una terminacion nerviosa presindptica y éste es capaz de unirse a
su receptor ionotropico, que al abrirse permiten la entrada de cloro. La apertura de dichos
canales hace que la célula postsindptica se vuelva mas negativa durante un periodo breve de

tiempo (es decir, la membrana se hiperpolariza) (Pocock, et al., 2006).

2.1.2 Células neurogliales

En el cerebro y la médula espinal se identifican cuatro clases principales de células no
neuronales:

a) Astroglia o astrocitos. Estas son cé€lulas con proyecciones prolongadas que efectiian
uniones herméticas con los vasos sanguineos. Las terminaciones de las proyecciones de los
astrocitos se cierran herméticamente y forman una barrera adicional entre la sangre y el
liquido extracelular del cerebro y la medula espinal. Esta barrera se conoce como barrera

hematoencefalica (BHE) y sirve para prevenir los cambios en la composicion de la sangre
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que influyen en la actividad de las células nerviosas dentro del SNC (Snell, 2010). Ademas
de mantener la integridad de la BHE (Sofroniew y Vinters, 2010), recientemente se les han
adjudicado nuevas funciones como la capacidad de regular parte de la transmision sinaptica
(Halassa et al., 2009), asi como el mantener la homeostais del cobre (Scheiber y Dringen,
2012) y los niveles de colesterol (Chen et al., 2012). Asi mismo, protegen al SNC contra el
estrés oxidante, principalmente porque producen y secretan enzimas antioxidantes
(Dringen, 2000).

b) Los oligodendrocitos (oligodendroglia) presentan alrededor del 75% de todas las células
gliales de la sustancia blanca, forman la vaina de mielina que rodea los axones neuronales,
confiriendo un aumento de la velocidad de conduccion de los potenciales de accion. En el
sistema nervioso periférico, las vainas de mielina estan formadas por las células de
Schwann (Berghmans et al. 2012). Los oligodendrocitos son una de las principales células
que mueren por apoptosis y son la causa de la rdpida desmielinizacion, la gliosis y la
activacion de la microglia, que forman parte de las lesiones en la esclerosis multiple y LME
(Snell, 2010; Caprariello et al., 2012).

¢) La microglia son células diseminadas por toda la sustancia gris y la sustancia blanca.
Desempefia un papel fagocitario en respuesta a una lesion dentro del SNC. La
microglia/macrofagos localizados dentro del epicentro de la lesion producen factores
neurotoxicos como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que contribuye a la
desmielinizacion y regeneracion axonal (Emmesberger y Tsirka, 2012).

d) Las células ependimarias tienen cilios que revisten los espacios centrales llenos de

liquido del cerebro (los ventriculos cerebrales) y el canal central de la médula espinal.
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Forman un epitelio cuboidal columnar que recibe el nombre de epéndimo (Pocock, et al.,

2006; Crossman y Neary, 2007; Snell, 2010).

2.2 Sistema Nervioso Central y Periférico

El Sistema Nervioso se divide en dos partes principales, con propositos descriptivos: el
SNC, que consiste en el encéfalo y la médula espinal, y el sistema nervioso periférico
(SNP), que consiste en nervios craneales y espinales y sus ganglios asociados.

Del SNC, el encéfalo y la medula espinal son los centros principales donde ocurre la
correlacion y la integracion de la informacion nerviosa. Tanto el encéfalo como la médula
espinal se encuentran protegidos por las meninges, suspendidos en el liquido
cefalorraquideo y por los huesos del craneo y la columna vertebral. El interior del sistema
nervioso esta organizado en sustancia gris y sustancia blanca.

Mientras que en el SNP, son los nervios craneales y espinales, que consisten en haces de
fibras nerviosas o axones, los que conducen informacion que ingresa en el SNC y que sale
de ¢l. Aunque estan rodeados de vainas fibrosas en su trayecto hacia diferentes partes del
cuerpo, se encuentran relativamente desprotegidos y es comun que resulten danados en
traumatismos (Snell, 2010).

El sistema nervioso autdbnomo es la parte del sistema nervioso que proporciona inervacion a
las estructuras involuntarias del organismo, como corazon, musculo liso y glandulas. Se
distribuye en todo el SNC y SNP. El sistema nervioso autbnomo se divide en dos partes
simpatico y parasimpatico, y en ambas partes existen fibras nerviosas aferentes y eferentes.
Las actividades de la division simpatica del sistema autdbnomo preparan al cuerpo para una
emergencia. Las actividades de la division parasimpdtica estan dirigidas a conservar y

restablecer la energia (Crossman y Neary, 2007; Snell, 2010).
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2.2.1 Neuronas aferentes, neuronas eferentes e interneuronas

Las células nerviosas que transportan informaciéon desde receptores periféricos al SNC se
conocen como neuronas aferentes. Si la informacion que transportan alcanza finalmente un
nivel consciente se denomina también neuronas sensitivas. No obstante, la gran mayoria de
neuronas residen completamente dentro del SNC, las células que participan en los circuitos
nerviosos locales se denominan interneuronas, a pesar de que muchas de ellas tienen unos
axones muy largos. Existen tres categorias principales de neuronas en la sustancia gris
medular. Las neuronas eferentes que conducen impulsos nerviosos en el asta anterior a lo
largo del SNC y si inervan a algin musculo esquelético (motoneuronas); Los cuerpos
celulares de las células de tractos, cuyos axones constituyen los fasciculos ascendentes de la
sustancia blanca, se encuentran principalmente en el asta posterior (motoneuronas alfa y

gamma) (Kiernan, 2009; Snell, 2010).

2.3 MEDULA ESPINAL

La médula espinal y los ganglios de la raiz posterior son los responsables de la inervacion
de la mayor parte del cuerpo. Las fibras aferentes sensoriales entran en la médula a través
de las raices posteriores de los nervios raquideos, y las fibras motoras y otras fibras
eferentes salen de ella por las raices anteriores (ley de Bell-Mangendie). Las sefiales que se
originan en las terminaciones nerviosas desencadenan reflejos en la médula espinal y son
retransmitidos al tronco encefalico y al cerebelo y contribuyen a formar los circuitos que
controlan la actividad motora y otras funciones.

La informacion sensorial se transmite también en sentido craneal hacia el tronco
encefalico, el tdlamo y la corteza cerebral donde entra a formar parte de la experiencia

consciente y pueden generar respuestas conductuales inmediatas o diferidas. Las
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motoneuronas de médula espinal pueden ser excitadas o inhibidas por impulsos que se
originan en diversos niveles del encéfalo, desde el bulbo raquideo hasta la corteza cerebral

(Latarjet, 2005: Snell, 2010).

2.3.1 Anatomia macroscopica de la médula espinal

La médula espinal es una estructura cilindrica y ligeramente aplanada en direccion
anteroposterior, que estd contenida en el canal raquideo de la columna vertebral. La
proteccion de la médula espinal la garantizan no solo las vertebras y sus ligamentos, sino
también las meninges y la amortiguacion que proporciona el liquido cefalorraquideo
(Puelles- Lopez, 2008; Snell, 2010).

La capa mas interna de las meninges es la piamadre, una capa delgada que se adhiere a la
superficie de la médula espinal. La duramadre es la capa mas externa; forma un tubo grueso
que se extiende desde la segunda vértebra sacra hasta el agujero occipital en la base del
craneo, donde se contintia con la duramadre que rodea al encéfalo.

La aracnoides se encuentra por el lado interno de la duramadre, donde forma el limite
externo del espacio subaracnoideo, un area llena de liquido. La médula espinal esta
suspendida en la vaina de la duramadre por medio de ligamentos dentados a cada lado, unas
estructuras de tejido pioaracnoideo en forma de cintas que estan fijadas a la medula en un
area media entre las raices anteriores y posteriores (Latarjet, 2005).

La médula presenta agrandamientos fusiformes en la regién cervical, donde da origen al
plexo braquial, y en las regiones dorsal inferior y lumbar, donde da lugar al plexo
lumbrosacro; los dos agrandamientos se conocen como intumescencia cervical y lumbar.

En la porcion inferior, la médula espinal se afina para formar el cono medular, desde cuyo
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extremo desciende una prolongacion de la piamadre, el filum terminal que acaba
conectando con la superficie posterior del coccix (Kiernan, 2009; Snell, 2010).

La naturaleza segmentaria de la médula espinal la demuestra la presencia de 31 pares de
nervios raquideos, pero su estructura interna apenas muestra indicios de segmentacion.
Cada raiz posterior se divide en una serie de raicillas que se fijan a la médula a la largo del
segmento correspondiente. Del mismo modo, la raiz anterior surge como una serie de
raicillas. Cada nervio raquideo se divide en dos ramos primarios, uno anterior y otro
posterior. El ramo primario posterior inerva la piel de la espalda y los musculos que se
insertan en ambos extremos a diversas partes de la columna vertebral. En los plexos
cervical, braquial, lumbrosacro, los ramos primarios anteriores se unen, intercambian fibras
y se ramifican en nervios mixtos que llevan fibras nerviosas motoras y sensitivas hacia la
piel y los musculos de las partes lateral y anterior del tronco y las extremidades (Puelles-
Lopez, 2008).

Hasta el tercer mes de vida fetal, la médula espinal ocupa la totalidad del conducto
vertebral. En adelante, el ritmo de elongacién de la columna vertebral excede al de la
médula espinal; como resultado, al nacimiento la médula espinal termina a nivel de la
tercera vértebra lumbar (L3) y en el adulto a nivel del disco invertebral entre L1 y L2.

En el sujeto vivo, el nivel aproximado de los segmentos de la médula espinal puede
identificarse por medio de la referencia de las apofisis espinosas posteriores de las
vertebras. Como regla general, los segmentos cervicales de la médula espinal se sitiian
aproximadamente una apo6fisis espinosa por encima de sus correspondientes vertebras (p.
ej., el segmento medular C7 se situa adyacente a la vertebra C6), los segmentos toracicos se

localizan aproximadamente dos ap6fisis espinosas por encima y los segmentos lumbares de
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tres a cuatro apofisis espinosas por encima y los segmentos lumbares de tres a cuatro

apofisis por encima de sus correspondientes vértebras.

2.3.2 Estructura interna de la médula espinal

La médula espinal se compone de un nucleo interno de sustancia gris, rodeado de una
cubierta externa de sustancia blanca (Figura 3).

La sustancia gris aparece en una seccion transversal como un pilar en forma de H, con
columnas o cordones de sustancia gris anterior y posterior, unida por una comisura gris fina
que contiene el pequefio canal central o conducto ependimario. En los segmentos dorsales y
lumbares superiores se afiade un asta lateral, que contiene neuronas pre-ganglionares

simpaticas (Crossman y Neary, 2007; Kiernan, 2009).

Sustancia blanca  , Asta dorsal (posterior)

de la sustancia gris

Ganglio Canal central
de la raiz dorsal \ Asta lateral

de la sustancia gris

Nervio espinal —!

Asta ventral (anterior)
Raiz dorsal _/j delasustancia gris

del nervio espinal (S R
Vi,

Raiz ventral
del nervio espinal

Duramadre

Figura 3. Estructura interna de la médula espinal

2.3.3 Sustancia gris y blanca, nticleos y tractos

2.3.3.1 Grupo de células nerviosas en los cordones grises anteriores
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La mayoria de las células nerviosas son grandes y multipolares, y sus axones pasan a las
raices anteriores de los nervios espinales como eferentes alfa que inervan los musculos
esqueléticos. Las células nerviosas mas pequefias también son multipolares, y los axones de
muchas de ellas pasan a las raices anteriores de los nervios espinales como eferentes
gamma, que inervan las fibras musculares intrafusales de los husos neuromusculares. Para
fines practicos, las células nerviosas del cordon gris anterior pueden clasificarse en tres
grupos basicos: medial, central y lateral.

El grupo medial se halla presente en la mayoria de los segmentos de la médula espinal, y es
responsable de la inervacion de los musculos esqueléticos del cuello y del tronco, entre
ellos la musculatura intercostal y la abdominal.

El grupo central es el mas pequefio, y estd presente en algunos segmentos cervicales
lumbrosacros.

En la porcion cervical de la médula, algunas de esas células nerviosas (segmentos C3-5)
inervan de modo especifico el diafragma, y son conocidas en conjunto como nucleo
frénico. En los cinco o seis segmentos cervicales superiores, algunas células nerviosas
inervan los musculos esternocleidomastoideo y trapecio, y son conocidas como nucleo
accesorio. Los axones de estas forman la parte espinal del nervio accesorio. El nicleo
lumbrosacro, presente desde el segundo segmento lumbar de la médula hasta el primero
sacro, esta constituido por células nerviosas cuyos axones tienen una distribucion
desconocida.

El grupo lateral se halla presente en los segmentos cervicales y lumbrosacro de la médula, y
es responsable de la inervacion de los musculos esqueléticos de los miembros (Crossman y

Neary, 2007; Snell, 2010).
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2.3.3.2 Grupos de células nerviosas en los cordones grises posteriores

Existen cuatro grupos de células nerviosas del cordon gris posterior dos de ellos se
extienden a toda longitud de la médula, y otros dos estan limitados a los segmentos dorsal y
lumbar.

El grupo de la sustancia gelatinosa esté situado en el apex del cordon gris posterior en toda
la longitud de la médula espinal. Estd compuesto en gran parte por neuronas de tipo II de
Golgi y recibe fibras aferentes relacionadas con el dolor, la temperatura y el tacto desde las
raices posteriores. Ademas, recibe informacion de fibras descendentes desde niveles
supraespinales. Se cree que la informacion de las sensaciones del dolor y la temperatura
son modificadas por la informacion excitadora o inhibidora de otras fibras sensitivas y por
la informacion procedente de la corteza cerebral.

El nucleo propio es un grupo de grandes células nerviosas, situado anterior a la sustancia
gelatinosa a lo largo de la médula espinal. Constituye la masa principal de células en el
cordon gris posterior, y recibe fibras del cordon blanco posterior relacionado con las
sensaciones de posicion y movimiento (propiocepcion), la discriminacion entre dos puntos
y la vibracion (Latarjet, 2005; Snell, 2010).

El ntcleo dorsal (columna de Clarke) estd formado por un grupo de células nerviosas
situadas en la base de la columna gris posterior, que se extiende desde el octavo segmento
cervical en sentido caudal hasta el tercer o cuarto segmento lumbar. La mayor parte de las
células son relativamente grandes y guardan relacion con terminales propioceptivas (husos
neuromusculares y tendinosos).

El nucleo aferente visceral es un grupo de células nerviosas de tamafio medio, lateral al

nucleo dorsal; se extiende desde el primer segmento dorsal hasta el tercer segmento lumbar
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de la médula espinal. Se sugiere que esta relacionado con la recepciéon de informacién

visceral aferente. (Snell, 2010).

2.3.3.3 Sustancia blanca

La sustancia blanca consiste en tres cordones. El cordon posterior esta limitado por la linea
media y el asta gris posterior; consiste en un fasciculo gracil, que se prolonga en toda
longitud de la médula, por encima del nivel dorsal medio, un fasciculo cuneiforme en
situacion lateral. El resto de la sustancia blanca lo ocupan los cordones anterior y lateral,
entre los cuales no hay demarcacion anatomica. Las fibras nerviosas se decusan en la
comisura blanca anterior. El tracto posterolateral (o de Lissauer) ocupa el area situada entre
el vértice del asta posterior y la superficie de la médula. La sustancia blanca consiste en

haces de fibras (tractos o fasciculos) parcialmente superpuestas (Kiernan, 2009).

2.4 Vias sensitivas y motoras
En las actividades de la vida, la médula espinal es un intermediario entre la periferia y los
centros nerviosos superiores. En ella se encuentran, fasciculos que transportan impulsos

sensitivos (ascendentes) y motores (descendentes).

2.4.1 Vias ascendentes o sensitivas

Deben distinguirse las de sensibilidad exteroceptiva o cutanea, las de la sensibilidad
propioceptiva o profunda, y las de sensibilidad interoceptiva o visceral.

Vias de sensibilidad exteroceptiva o cutdnea. Se trata de una sensibilidad consciente, cuyo
punto de partida se encuentra en los receptores sensoriales de la piel, cada uno de los cuales

posee una especializacion precisa (sensibilidad al calor, al contacto, al dolor, etc.). Estos
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receptores estan unidos a la neurona unipolar del ganglio espinal, cuya prolongacion central
puede tener un destino diferente:

- Sensibilidad termoanalgésica (temperatura y dolor): la prolongaciéon central, llega a la
cabeza del asta posterior donde se pone en contacto con una neurona, su axon atraviesa la
linea mediana de la comisura gris y llega al cordon lateral del lado opuesto en las
proximidades del asta anterior. Aqui el axon se dirige desde abajo, hacia arriba, en
direccion a los centros superiores. El conjunto de estos axones forma el tracto
espinotalamico lateral, situado por fuera de la cabeza del asta anterior de la médula espinal.
- Sensibilidad tactil protopatica (grosera): el trayecto del axon es bastante semejante, pero
el ax6n de la segunda neurona va a ubicarse en el tracto situado por delante y medial del
precedente, por delante del asta anterior: es el tracto espinotalamico anterior. El conjunto de
los dos tractos espinotalamicos forma el sistema anterolateral.

-Sensibilidad tactil epicritica (fina): sus fibras pasan por el cordon posterior. No cruzan la
linea media en la sustancia gris cercana al conducto central, lo que explica que en la
agresion degenerativa de esta sustancia gris (siringomielia), la sensibilidad epicritica
persista, mientras que las otras sensibilidades exteroceptivas estdn suprimidas
(disociacion siringomiélica).

Vias de la sensibilidad propioceptiva o profunda. Es la de las articulaciones y de los
musculos; desempeiia una accion muy importante en las actividades musculares, ayudando
al sentido de la actitud. Es una sensibilidad consciente e inconsciente:

- Sensibilidad consciente: transmite sensaciones propioceptivas. La primera neurona se
encuentra en el ganglio espinal. Su prolongacion central no pasa por el asta posterior, sino
que penetra directamente en el cordon posterior del mismo lado y asciende, entonces,

verticalmente hacia los centros superiores. A medida que estos axones llegan al cordén
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posterior, rechazan hasta la linea media a los que han penetrado mas abajo. Asi en la parte
alta de la médula espinal, las fibras de origen cervical son las mas laterales, las de origen
sacro, las mas mediales. En la cara posterior de la médula espinal un surco longitudinal, el
intermedio posterior, parece separar este fasciculo posterior en dos porciones: la parte
medial o fasciculo gracil (fasciculo de Goll), y la parte lateral o fasciculo cuneiforme
(fasciculo de Burdach).

Sensibilidad profunda inconsciente: transmite esencialmente a los centros superiores (en
especial el cerebeloso) impulsos concernientes a la posicion de los diferentes segmentos de
los miembros. Permite a los centros enviar impulsos concernientes a la posicion de los
diferentes segmentos de los miembros, asi como a los centros enviar impulsos correctores
de toda variacion de esta posicion. Se halla, en la base de la regulacion del tono muscular,
de la estatica y del movimiento. El cuerpo de la primera neurona se encuentra en el ganglio
espinal, su prolongacion central termina en la parte media del asta posterior. Alli hace
sinapsis con la segunda neurona, situada en el ntcleo toracico posterior (nicleo de Clarke)
para los miembros que corresponden a los miembros inferiores y al tronco. El axén
atraviesa en seguida la sustancia gris para formar el tracto espinocerebeloso posterior, en la
parte posterior del cordon lateral del mismo lado. Los nucleos provenientes de los
miembros superiores hacen sinapsis en el nicleo de la region lateral de la sustancia gris
medular. El axon cruza entonces la linea mediana situada en la sustancia gris, alrededor del
conducto central, y llega a la parte anterior del cordon lateral del lado opuesto, formando el
tracto espinocerebeloso anterior. Los axones de este haz terminan en el cerebelo.

Vias de sensibilidad interoceptiva. Transmiten la sensibilidad visceral, sus vias siguen un

recorrido paralelo a las de la sensibilidad somética en la sustancia gris de la médula espinal
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2.4.2 Vias descendentes o motoras

Se distinguen de las vias motoras voluntarias, provenientes de la circulacion precentral de
la corteza cerebral, y las vias motoras involuntarias, originadas en diferentes centros
nerviosos, profundos en relacion con la corteza cerebral.

Motricidad de origen cortical. Vias piramidales: se originan en las grandes células de la
circunvolucién central. Sus axones se agrupan en la parte alta de la médula espinal en dos
contingentes: uno que cruza la linea mediana en el bulbo raquideo (del tracto corticoespinal
lateral), y otro que desciende directamente en la médula espinal (el tracto corticoespinal
anterior).

A. Tracto corticoespinal lateral (piramidal cruzado): desciende por la parte media del
pedunculo cerebral; es grueso, forma los 4/5 del haz piramidal, del que representa una de
las divisiones que se producen en el bulbo raquideo; en ella se aleja del tracto
corticoespinal anterior, se dirige hacia atrds y medialmente cruza la linea mediana
constituyendo la decusacion de las piramides, y luego se inflexiona para descender en el
cordon lateral de la médula espinal, en contacto con el asta posterior. A la altura de cada
mieldmero penetran axones en la cabeza del asta anterior del mismo lado, y hacen sinapsis
con el cuerpo celular de la segunda neurona. El axdn de esta neurona deja entonces la
médula espinal por la raiz anterior, para alcanzar el musculo estriado correspondiente.

B. Tracto corticoespinal anterior (piramidal directo): participa en la formacién del cordén
anterior de la médula espinal, en contacto con la fisura mediana, situado en la parte medial
del cordén anterior. Sus axones lo abandonan en cada mielomero, atravesando la linea
mediana para terminar en el asta anterior opuesta. Alli la segunda neurona que se encuentra

es 1déntica a ala que ya se ha descrito precedentemente. Por lo tanto, todas las vias motrices
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voluntarias son cruzadas, sea en el bulbo o en la médula espinal. A una lesion de la
circunvolucién precentral corresponde una paralisis del lado opuesto (hemiplejia).
Motricidad de origen subcortical. Vias extrapiramidales. En algunos casos no obedecen a la
voluntad pero transportan impulsos que provienen de determinado numero de centros
situados a lo largo del neuroeje. Estos centros reciben impulsos sensitivos diversos a partir
de los cuales envian impulsos motores correctos que animan la actividad motriz automatica.
Intervienen también en la preparacion para efectuarlos movimientos “voluntarios”,
colaborando con la via piramidal. Se distinguen 5 tractos:

- Tracto rubroespinal: controla la funcion motora los musculos del hombro y brazo, y
control fino del movimiento de los dedos, proviene del nicleo rojo; esta situado en
el cordon lateral, delante del tracto piramidal cruzado.

- Tracto olivoespinal: se relaciona con el mantenimiento del equilibrio, esta
constituido por neuronas cuyos cuerpos celulares asientan en el nucleo olivar
inferior, sus axones terminan en el asta anterior homolateral y esta situado en el
cordon anterior.

- Tracto reticuloespinal: controlan la posicion del tronco y los musculos de las
extremidades, facilitan o inhiben la actividad refleja, esta formado por neuronas
cuyos cuerpos celulares asientan en la formacion reticular del tronco cerebral. Sus
axones descienden por el cordon anterior homolateral y terminan en el asta anterior
del mismo lado. Otras fibras descienden en el cordon lateral de la médula espinal,
por fuera de la cabeza del asta anterior.

- Tracto tectoespinal: orienta los movimientos de los ojos y de la cabeza hacia los
estimulos, es estrecho y esta constituido por neuronas cuyos cuerpos asientan en el

coliculo superior; sus axones descienden entre el haz longitudinal medial, atrés, y el
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lemnisco medial adelante. En la médula espinal, algunos haces se sitian en el
cordon anterior y otros en el cordon lateral, por fuera de la cabeza del asta anterior
de la médula. En la curvatura de su trayecto esta acompanado por fibras del tracto
tectobulbar.

Tracto vestibuloespinal: participa en el control de los musculos antigravitatorios,
sus fibras motoras se originan el nucleo vestibular y participan en el control del
equilibrio. Desde su origen se dividen en dos grupos de fibras, uno cruzado, mas
voluminoso, y el otro directo, delgado. En el bulbo raquideo desciende detras del
nlcleo olivar inferior y luego a lo largo del borde lateral del nucleo del nervio
accesorio. En la médula espinal recorre el cordon anterior cerca de la fisura
mediana. Termina en el asta anterior homolateral para las fibras cruzadas y del
tracto contralateral, para las fibras directas. Las fibras provenientes de la parte
ventrosuperior del nucleo vestibular lateral terminan en los segmentos medulares
cervicales; las que provienen de la parte dorsoinferior de este nicleo terminan en los
segmentos lumbrosacros, y las que se originan en la parte intermediaria del nucleo
terminan en los segmentos medulares toracicos.

En cada mieldomero, los axones de estos tractos estan en relacién con una neurona
motora del asta anterior, al igual que las vias de la motricidad voluntaria. Asi las
células del asta anterior de la médula forman la segunda neurona de todas las vias
motrices piramidales y extrapiramidales. Es la via final comtn (Latarjet, 2005;

Crossman y Neary, 2007; Puelles-Lopez, 2008: Elaine, 2008; Snell, 2010).
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2.5 Lesion de Médula espinal

La médula espinal, como parte del SNC, también se encuentra protegida por el liquido
cefalorraquideo, meninges, por los huesos de la columna vertebral y el craneo, pero si se le
aplica una fuerza de suficiente magnitud, estas estructuras protectoras pueden verse
superadas por el dafio consecutivo del tejido nervioso subyacente. Ademas pueden
lesionarse los nervios craneales y raquideos, asi como los vasos sanguineos, haciendo que
los dafios sean irreversibles (Newmann et al., 2003).

La lesion traumatica en el SNC resulta de una interrupcion de la BHE, que conlleva a la
infiltracion de macréofagos, neutréfilos y otros componentes del sistema inmune que pueden
agravar la lesion y afectar subsecuentemente la reparacion y la regeneracion. (Beck et al.,
2010). Los dafios mecénicos en la médula espinal generan procesos de autodestruccion que
contribuyen a la neurodegeneracion post-traumatica (Martifion e Ibarra, 2008).

La LME es un problema de salud publica que en la mayoria de los casos afecta a poblacién
en edad economicamente activa (20 a 35 afios de edad). La LME tiene profundos efectos
econdmicos, fisicos y emocionales; se estima que el costo anual de atencion médica para
todos los pacientes lesion traumatica de médula espinal (LTME) rebasa los seis billones de
dolares en Estados Unidos de Norteamérica (Diaz-Ruiz ef al., 2002a). Con una incidencia
anual de 40 casos por millon de habitantes y una relacion 4:1 de hombres con respecto a las
mujeres. En el Distrito Federal la incidencia anual de traumatismos medulares es
aproximadamente 18.1 casos por millon de habitantes (Pardini, 1998; Mondaca-Estrada et
al., 2008).

De acuerdo con estudios epidemioldgicos, la incidencia que se presenta es de 50% en
accidentes automovilisticos, 22% en accidentes de trabajo o domésticos, 15% actos de

violencia, 8% deportes y 5% por enfermedades (Guimaraes y Freire, 2009).
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2.5.1 Eventos neurodegenerativos después de una LTME

La LME, ocasiona alteraciones estructurales y funcionales que van desde el bloqueo
transitorio de la conducta eléctrica, hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado
de lesion (Goodkin y Campbell, 1979; Newman et al,. 2003). Después de producirse una
lesion medular se desencadena una serie de mecanismos autodestructivos que originan
discontinuidad del parénquima medular con secuelas a largo plazo (Lemke et al., 1987,
Akdemir et al., 2008).

La lesion primaria de la médula espinal inicia una secuencia de eventos que conducen a
dafios secundarios, sin embargo, los mecanismos exactos responsables de estos dafios no se
conocen con exactitud (Akdemir ez al., 2008). Después de la lesion, el daio en la médula
espinal es provocado por dos eventos, el mecanismo de lesion por si mismo y su intensidad.
El mecanismo de lesion es conocido como lesion primaria y es el resultado directo del
trauma inicial, causando una perturbacion del tejido neural (principalmente axones) y vasos
sanguineos (Martifion e Ibarra, 2008). Mientras que la intensidad también es importante, ya
que es un factor que puede influir directamente sobre el resultado de algunos fendmenos
secundarios (Braughler y Hall, 1992). Los estudios experimentales y las observaciones
clinicas han establecido que la lesion secundaria de la médula espinal es originada por una
serie de cambios fisiopatoldgicos dependientes del tiempo, que inician en los primeros
minutos, dias o semanas después de la LME sobreviene la muerte celular por apoptosis
(Guizar-Sahagin et al., 1994; Jou et al., 1998).

Los procesos secundarios se propagan a través de multiples mecanismos moleculares que
se desarrollan inmediatamente después de la lesion primaria. Entre los mecanismos
destructores secundarios se encuentra la pérdida de regulacion idnica, en la que el exceso

de calcio libre intracelular activa las proteasas neutras que destruyen los neurofilamentos
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del citoesqueleto axonal, observandose en las primeras horas o dias después de la lesion un
colapso y fragmentacion axonal (Young y Koreh, 1986). Las alteraciones que ocurren en el
tejido nervioso generan una cascada de eventos que originan una mayor destruccion del
parénquima medular y dafo neuronal irreversible, dentro de los cuales se encuentran la
produccion de radicales libres, lipoperoxidacion, intensidad de la respuesta inflamatoria,
estando todos estos fendémenos altamente relacionados (Braughler y Hall, 1992; Santoscoy
et al, 2002). Ademés hay liberacion de NT con efectos toxicos, entre los NT mas
importantes se encuentran los aminoacidos excitatorios (glutamato y aspartato), las
monoaminas y los neuropéptidos que también contribuyen a la lesion, ya que muchos de
ellos originan la alteracion del flujo sanguineo, isquemia local, formacion de edema,
necrosis del tejido, desmielinizacion e inflamacion asi como incremento de calcio
intracelular y perturbacion de la funcion mitocondrial.

Ademas el calcio libre también activa proteasas y fosfolipasas que actian sobre la mielina
destruyéndola y activando mecanismos intracelulares de apoptosis (Goodkin y Campbell,
1979; Martifion e Ibarra, 2008). La fase aguda de la inflamacién celular en LME se
compone principalmente de neutrdéfilos, macrofagos / microglia, y células T (Beck et al.,

2010).

2.6 Inflamacion

La inflamacion de un tejido lesionado recluta células y moléculas de la inmunidad innata
que salen de la sangre y entran al tejido amplificando el sitio de lesion (Murphy et al.,
2008). EI SNC se considera como un 6rgano inmune privilegiado, debido a la existencia de
la BHE que regula el paso de células inflamatorias y mediadores del torrente sanguineo al

parénquima cerebral (Schwartz et al, 1999). Actualmente se cuestiona este grado de
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privilegio (Schwartz y Shechter, 2010). De hecho, se conoce la existencia de la activacion
del sistema inmune innato y se ha descrito la presencia de un nimero muy reducido de
linfocitos (1-3/mm3) en el LCR de pacientes sanos (Cuenca- Lopez ef al., 2010).

Por otro lado, el SNC dispone de células inflamatorias innatas, como la microglia y los
macrofagos, las cuales poseen una funcion importante en la recepcion y propagacion de
sefales inflamatorias. La respuesta inflamatoria en el SNC se caracteriza por la activacion
de la microglia y astrocitos, y por la expresion de mediadores inflamatorios clave, con una
limitada invasioén de células inflamatorias circulantes. Este hecho puede aumentarse por la
induccion rapida de la expresion de mediadores inflamatorios, como las citocinas,
quimiocinas y prostaglandinas, que sobrerregulan las moléculas de adhesion y aumentan la
permeabilidad de la BHE, facilitando la invasion de células inflamatorias circulantes, con la
consecuente liberacion de moléculas potencialmente toxicas para las neuronas cerebrales.
En condiciones normales, la BHE evita que las células del sistema inmunologico entren al
SNC. Sin embargo cuando las células de la BHE pierden su integridad producto de un
traumatismo las células del sistema inmunologico invaden el tejido nervioso vy
desencadenan una respuesta celular mediada por neutréfilos, células T, macrofagos y
monocitos. Los mediadores inflamatorios como las citocinas inducen la activacion de
macrofagos y microglia en el SNC después de una LME, polarizando una respuesta Th1
(Gaur et al., 1997).

La coordinacion de la respuesta inmune se lleva a cabo mediante la liberacion de citocinas
como IL-1p IL-6, TNF-a, INF-y, dependiendo del tipo de citocinas producidas y la
cantidad sera el tipo de respuesta que tendra el sistema inmunologico (Murphy et al.,

2008).
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Las citocinas pro-inflamatorias activan a la microglia. La microglia son células
inmunocompetentes derivadas de monocitos-macréfagos residentes del SNC, cuyas
caracteristicas morfofuncionales les confieren multiples papeles en las patologias del SNC,
sintetizan numerosas citocinas responsables de la regulacion autocrina y la comunicacion
con neuronas, astrocitos e infiltrados leucocitarios (Zamorano et al., 2001). Su activacioén
incluye proliferacion, transformacion fagocitica, aumento de moléculas activas, liberacion
de citocinas y factores de crecimiento, y produccion de mediadores como el oxido nitrico
(NO) y eventualmente especies reactivas de oxigeno (ERO) (Diaz—Ruiz et al., 2002b). La
activacion microglial probablemente es tanto beneficiosa como dafiina. Inicialmente, la
microglia activada es neuroprotectora. Sin embargo, cuando la activacion es persistente, la
microglia se hace citotoxica generando un aumento en las ERO contribuyendo al
incremento del dafio después de una lesion medular (Von Bernhardi, 2007). También la
neurotoxicidad causada por el ataque de los radicales libres (RL) a las biomoléculas del
tejido nervioso (estrés oxidante) en el SNC es particularmente sensible al ataque de los RL
por varias razones. La membrana celular lipidica es rica en colesterol y &cidos grasos
poliinsaturados los cuales son blanco preferencial de los RL de oxigeno. Ademas el SNC es
rico en hierro, y €ste es el principal inductor de la produccion de RL después de una lesion
en el propio SNC. Cuando ocurre una LME, los RL también atacan a otras biomoléculas
como las proteinas, el DNA y el RNA provocando mutaciones o dafios irreversibles que
llevan a la muerte celular (Zwart ef al., 1998).

En el caso de las células T son activadas especificamente por union al receptor de linfocitos
T (TCR) con moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) (del inglés
major histocompatibility complex) clase II y el antigeno, formando un complejo

trimolecular sobre la superficie de las células presentadoras de antigeno (astrocitos,
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microglia activada) en asociacion con factores coestimulantes apropiados. (Karin et al,
1994). Los linfocitos Tyl proliferan liberando citocinas pro-inflamatorias como son: TNF-
a, INF-y, IL-12 y los linfocitos T2 secretan otro repertorio de citocinas anti-inflamatorias
como IL-4 e IL-10 (Tran et al., 2001).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-[1) es una sustancia quimica del grupo de las
citocinas pro-inflamatorias se libera por células del sistema inmune. En el SNC, esta
citocina constituye el principal mediador de inflamacién que induce una cascada de eventos
celulares que culminan con la muerte neuronal. El TNF-[] posee una diversidad de
funciones implicadas en la defensa inmunitaria, homeostasis celular y proteccion frente a
varios toxicos neurologicos. Las acciones bioldgicas de TNF-[] estan mediadas por dos
tipos de receptores celulares: el receptor 1 (TNFR1, p55) y el receptor 2 (TNFR2, p75) por
los que muestra una afinidad equivalente (Gupta y Gollapudi, 2005; Wajant y Scheurich,
2012). Durante el proceso inflamatorio TNF-a tiene un papel clave como mediador de
muerte celular, activa a TNFR1, la proteina adaptadora FADD media la activacion de la
caspasa-8 (caspasa iniciadora). La caspasa-8 una vez activada, desencadena la activacion de
otras caspasas, entre las que se incluye la caspasa-3 (caspasa ejecutora). La caspasa-8 puede
activar la via apoptdtica mitocondrial al activar la proteina Bid, la cual puede promover la
salida del citocromo c de la mitocondria y activar a la caspasa-9. La caspasa-8 al igual que
la caspasa-9 inicia una cascada de activacion que conduce el desmantelamiento celular, la

formacion de cuerpos apoptoticos y la fagocitosis de la célula (Wajant y Scheurich, 2012).
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2.7 Apoptosis

La apoptosis es una forma de muerte celular programada utilizada en el organismo para
controlar de manera fisioldgica el nimero de células de un tejido u 6rgano, para depurar
células que ya han cumplido su funcidon, o para eliminar células dafnadas durante
condiciones patoldgica (Gupta y Gollapudi 2007). Estudios recientes han demostrado que la
muerte celular por apoptosis se produce en la lesion secundaria de la médula espinal
contribuyendo a un mayor dafio neuronal y pérdida funcional después de un traumatismo
(Kan et al., 2009).

La apoptosis es un proceso que afecta a determinadas células, no necesariamente contiguas
y no a todas en un 4rea tisular. La membrana celular no se destruye, lo que impide la
liberacion de su contenido al espacio extracelular, resultando un proceso "silencioso", sin
inflamacion (Cummings et al., 1997; Lodish et al., 2002; Kan et al., 2009). Estudios
recientes han mostrado que la necrosis posterior de la LME provoca muerte por apoptosis
en las células adyacentes, siendo esta un mecanismo importante en la patogénesis de este
dafio secundario (Akdemir et al., 2008).

Existen varios factores que pueden contribuir a la activacioén de la sefial apoptotica como
son: citocinas inflamatorias producto de la lesion, incremento de calcio libre intracelular,
dafio por radicales libres y excitotoxicidad (Emery ef al., 1998; Jou et al., 1998; Martiiion e
Ibarra, 2008).

Se ha descrito que la apoptosis en LME se produce a través de ligando FasL / receptor Fas,
inducible por macréfagos por la produccion de oOxido nitrico sintasa o por dafio
mitocondrial por activacion directa de la proenzima caspasa-3. (Gorgulu et al., 2000;
Matsushita et al., 2000). Este evento contribuye en gran medida a la pérdida de células,

que tiene un importante impacto negativo sobre efectos neurologicos como la pérdida de la
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funcion motora. Las caspasas son las proteinas efectoras que llevan a la apoptosis, se
activan proteoliticamente por las caspasas iniciadoras (caspasa-8 y 9), han sido objetivos
para tratar de desarrollar algunas terapias; es por ello que, una serie de estrategias se basan
en la utilizaciébn competitiva de inhibidores de caspasas con secuencia de aminodcidos
similares a las de los sustratos naturales (Hausmann, 2003; Martifion e Ibarra, 2008). En
particular se ha estudiado a las caspasas 3 y 9, ya que son moléculas clave en la cascada
apoptotica; otro objetivo han sido los inhibidores de caspasas y la terapia mediante péptidos
neurales modificados que bloquean los fendomenos secundarios, por lo que pueden
promover la inhibicion de la apoptosis y la neuroproteccion (Emery et al., 1998; Matsushita

et al., 2000; Martifion e Ibarra, 2008; Kan et al., 2009; Ibarra et al., 2010).

2.8 Estrategias neuroprotectoras

La neuroproteccion es la prevencion o disminucion de la degeneracion del tejido neural que
acompana a una lesion en el SNC. Esta estrategia busca disminuir el dafio infligido al SNC
por un trauma, neutralizando los mediadores toxicos o incrementando la resistencia del
tejido a la toxicidad. Eso es en parte el motivo de las recientes estrategias para estimular
los mecanismos de autodefensa y contrarrestar el dafio inducido por lesiones del SNC
(Martifion et al., 2007).

Las terapias para promover la recuperacion neuroldgica después de una LME se orientan a
proteger las neuronas restantes que escaparon a la lesion inicial y restauracion del tejido
dafiado. Sin embargo, no existen estrategias terapéuticas disponibles en la actualidad para
disminuir o eliminar con éxito la lesion producida por los fenomenos secundarios (Ibarra y

Diaz-Ruiz, 2006).
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En estudios recientes, se ha observado presencia de ntcleos apoptdticos a las 4 h después
de la lesion y que la muerte por apoptosis se distribuye hacia ambos lados del epicentro de
la LME hasta las 24 h y hasta las tres semanas después de la contusion (Jou ef al., 1998;
Akdemir et al., 2008; Kan et al., 2009).

Las lesiones traumaticas del SNC dan lugar a la interrupcion de la BHE que facilita la
entrada de células inmunitarias y proteinas. La respuesta inmune celular ha ganado cada
vez mas atencion debido a la acumulacion de evidencias que sugieren un papel colaborador
de estas células en la patologia y reparacion de la LME (Beck et al., 2010; Ibarra et al.,
2010).

La infiltracion de células inflamatorias se correlaciona significativamente con la cantidad
de tejido dafiado después de una LME. Sin embargo, hallazgos recientes han sugerido que
la presencia y funcion de estas c€lulas es esencial para la proteccion y regeneracion de
tejidos del SNC (Beck et al., 2010; Ibarra et al., 2010).

Algunas evidencias indican que la modulacion del sistema inmune puede ayudar a proteger
o restaurar la integridad del SNC. Se ha demostrado que el sistema inmune innato,
representado por macréfagos activados, puede facilitar el proceso de regeneracion del SNC.
También las células T del sistema inmune adaptativo son especificas contra la mielina y
pueden proteger a las neuronas del SNC de la degeneracion que se extiende del sitio de
lesion hacia areas adyacentes (Cohen y Schwartz, 1999; Hauben et al., 2000).

Las células inflamatorias son parte esencial en el desarrollo y eficacia de la respuesta

autorreactiva protectora (Schwartz et al., 1999).
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2.9 Autorreactividad Protectora

La interaccion entre el sistema inmune y SNC es uUnica, en parte porque este ultimo se
caracteriza por ser un sitio de privilegio inmune. En el SNC, bajo condiciones normales los
linfocitos T activados pueden atravesar la BHE y entrar al parénquima del SNC, sin
embargo, se restringe el paso a los linfocitos T capaces de reaccionar contra antigenos
propios (Schwartz et al., 1999; Hauben et al., 2000).

Los linfocitos T autorreactivos no modulados contribuyen de manera importante al
desarrollo desmielinizante de la lesion. Su contribucion ha sido estudiada extensamente en
Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE), que es una enfermedad desmielinizante
inflamatoria contra la proteina basica de la mielina (PBM), la inmunizacién con el epitopo
(MBPg7_99) induce EAE (Karin et al., 1994; Gaur et al., 1996; Ibarra et al., 2004).

La autorreactividad protectora (AP) es un nuevo concepto que se refiere a un enfoque
innovador en modular mecanismos autorreactivos con el fin de promover la
neuroproteccion, activando células de la microglia bajo un fenotipo que se caracteriza por
su baja produccion de radicales libres (Ibarra et al., 2010).

El epitopo inmunodominante VHFFKNIVTPRTP (PBMg7_99), €s el principal blanco de los
linfocitos T en enfermedades del SNC. Por el momento sigue la controversia sobre el papel
de las células T sobre los determinantes antigénicos o epitopos, sin embargo, es evidente
que la modulacion, en lugar de la eliminacion de estas células es, probablemente, la
estrategia mas prometedora para promover la neuroproteccion y neurorregeneracion. (Ibarra
et al., 2010). La activacion de los linfocitos T con fenotipo T2 depende en gran parte del
conjunto de sefiales de transduccion originadas por diferentes moléculas estimuladoras y
co-estimuladoras encontradas en la membrana celular. De todas estas sefiales, la emitida

por el TCR es un evento importante ya que de acuerdo a algunos estudios, cambios en la
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estructura del ligando del TCR resultan en efectos distintos sobre la activacion de los
linfocitos T. La presencia de aminodcidos diferentes en la region reconocida por el TCR
promueve una respuesta diferente. Los ligandos peptidicos alterados (APLs) (del inglés
altered peptide ligand) son analogos peptidicos de los epitopos que poseen una o varias
sustituciones de aminoacidos que puestos en contacto con los TCR compiten con la union
de dicho receptor e interfieren con la cascada de activacion de los linfocitos T (Genain y
Zamvil, 2000; Hauben et al., 2000). En los APLs, una pequefia variacion en la secuencia
primaria peptidica puede ejercer un efecto importante en su capacidad para interactuar ya
sea con el MHC o con el mismo TCR convirtiendo de esta forma a un péptido agonista en
uno parcialmente agonista o incluso antagonista. Los péptidos agonistas llevan a cabo
interacciones de gran afinidad con el TCR (Genain y Zamvil, 2000).

Una estrategia de inmunizacion activa con el copolimer-1 (Cop-1) que es un copolimero
compuesto por L-alanina, L-acido glutdmico, L-lisina y L-tirosina, ha demostrado que
puede reducir la degeneracion secundaria de neuronas y promover una recuperacion motora
en animales con LTME (Ibarra et al., 2007), este polimero sintético tiene similitudes
inmunolégicas a la PBM, ejerce efectos protectores en encefalomielitis alérgica
experimental y puede ser inducida por diferentes especies de antigenos encefalitogénicos
(Ziemssen et al., 2002: Ibarra et al., 2004).

También se han desarrollado ensayos de inmunizacion activa y pasiva de linfocitos T
especificos para la PBM y se ha observado una reduccion del dafio tisular asi como una
mejora de la recuperacion motora después de la LME (Hauben et al., 2000; Ibarra et al.,
2010). A la luz de este concepto, la inmunizacion con antigenos derivados neuronales como

el A91 ha demostrado que modulan esta respuesta autorreactiva (Ibarra et al., 2010).
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El A91 es un péptido modificado obtenido de la secuencia basica de la PBM (aminoacidos
87-99) con un reemplazo en la posicion 91 de una lisina (K) por una alanina (A), actia
como péptido agonista parcial y se ha observado que puede reducir la degeneracion
secundaria de neuronas y promover una mejor recuperacion motora en animales con LME
(Moalen et al., 1999; Hauben et al., 2000; Martifion et al., 2007; Katsara et al., 2009; Ibarra
etal., 2010).

Se han realizado estudios comparativos para evaluar metilprednisolona (MP) vs A91 y se
observo que la MP tiene un efecto transitorio sobre la respuesta inmune y que A91
promueve mejor recuperacion motora que MP (Ibarra ef al. 2004).

El péptido modificado A91 ha mostrado la produccion de citocinas con un perfil de células
de respuesta predominantemente Ty2. Los ligandos peptidicos alterados como A91 son
candidatos prometedores para la inmunoterapia en EM y LME (Gaur ef al., 1996; Katsara
et al.,2009).

En EAE la inmunizacion con APLs de la PBMg7 99 emulsificados con adjuvante completo
de Freud (ACF) produce interferon-y (IFN-y) e IL-4 comparadas con el péptido nativo
MBPg7.99 (Katsara ef al., 2009).

Después de una LME por contusion o compresion, la inmunizacion con A91 ha mostrado
mejorar la recuperacion motora de ratas con lesion traumatica de médula espinal. La
inmunizacion con A9l promueve una mejor proteccion que el antioxidante glutation
mono-etil éster. Mds atn, la combinacion de esta terapia con la administracion de glutation
mono-etil éster, promueve una mejor proteccion del tejido y una mayor recuperacion de la

actividad motora que cuando se usan estas terapias por separado. La combinacioén
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promueve un mayor nimero de axones mielinizados y una mejor sobrevida de las neuronas
rubroespinales, que con la inmunizacién individual (Martiion ef al., 2007).

Nuestro grupo de investigaciéon ha demostrado el efecto benéfico de la inmunizacion con
péptidos neurales modificados como A91 observando que los linfocitos T anti-A91
promueven la proteccion al tejido al inhibir la expresion de la sintasa inducible del 6xido
nitrico (INOS), disminuir la producciéon de NO (Shaked et al., 2005; Garcia et al,, 2012) y
disminuir la lipoperoxidacion después de una LME (Ibarra et al., 2010). Ademas también
se ha demostrado que estos linfocitos son capaces de liberar factores neurotréficos como
BNDF (del inglés Brain-derived neurotrophic factor) y Neurotrofina 3 (NT3), creando asi,
un ambiente propicio para la regeneracion neural (Martifion et al., 2012). Por otra parte,
también se ha demostrado que todos estos efectos benéficos contribuyen a la preservacion
del tejido neural, la sobrevida de neuronas y a una mejor recuperacion neuroldgica en

modelos de LME y de isquemia cerebral focal (Ibarra ef al., 2007; Martifion et al., 2007).

3. JUSTIFICACION

La LME es un problema de salud publica que en la mayoria de los casos afecta a la
poblacion en edad econdmicamente activa (20 a 35 afios de edad). En el Distrito Federal la
incidencia anual de traumatismos medulares es aproximadamente 18.1 casos por millén de
habitantes (Pardini, 1998; Mondaca-Estrada et al., 2008).

Por lo anterior se han desarrollado terapias farmacologicas, sin embargo, casi todas han
mostrado una efecto muy limitado para promover la recuperacion neurologica. La AP, ha
demostrado un efecto neuroprotector muy importante, sin embargo no se conocen aun los
mecanismos para llevar a cabo dicho efecto. Ya que varios de los elementos que se originan

como resultado de la activacion de la autorreactividad protectora (BDNF, IL-10, 1L-4,
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disminucién de radicales libres, el TNFa, y el IFNy,) podrian incidir sobre el fenomeno
apoptotico pensamos que uno de los mecanismos neuroprotectores de la autorreactividad es
a través de la inhibicion de la apoptosis celular.

La inmunizacién con A91 promueve la diferenciacion del linfocito hacia un fenotipo Ty2
mismo que es capaz de liberar BNDF y producir citocinas como la IL-10 y la IL-4 mismas
que ejercen un efecto importante sobre la modulacion de citocinas pro-inflamatorias
(Martifion et al., 2012). Asi mismo la inmunizacion con A91, reduce la produccion de NO
(Garcia et al., 2012) y la liberacion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a y el IFN-y
(Karin et al., 1994).

El BNDF es una molécula que es capaz de disminuir en forma importante el proceso de
apoptosis. El oxido nitrico y el TNF-a se consideran factores importantes para la induccion
del fenémeno apoptotico (Morgan et al., 2008; Nguyen et al., 2010; Fujita et al., 2011;
Khalatbary y Zarrinjoei, 2012) por ello evaluaremos como marcador inductor de apoptosis
a TNF-a en este proyecto. Ademas las vias intrinseca y extrinseca de la cascada de
apoptosis convergen en la caspasa-3 por ello se utilizara como marcador especifico de dafio
por apoptosis.

Por todo lo anterior propusimos que la inmunizacién con A91 reduzca el fendmeno
apoptotico observado después de una lesion en la médula espinal a través de reducir la
formacion de TNF-a y caspasa-3 como marcadores de dafio.

El presente proyecto nos proporcioné informacion de utilidad para el mejor conocimiento
de esta terapia. Al momento no existen estudios que evaltuen el efecto neuroprotector de

A91 sobre el fendmeno apoptotico desarrollado después de una LME.
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4. PREGUNTA A RESOLVER
(La inmunizacion con A91 disminuira la apoptosis después de una lesion traumatica en la

médula espinal?

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto neuroprotector del péptido A91 sobre la apoptosis del tejido neural, en

animales con lesion traumatica en la médula espinal.

6. OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar el efecto de la inmunizacion con A91 sobre la apoptosis en el sitio de

lesion de ratas con LTME inmunizadas con A91.

— Cuantificar la apoptosis en el nivel vertebral T9 de ratas sin lesion de médula
espinal.

— Evaluar la inmunizacion con A91 en un marcador del proceso inflamatorio (TNF-a)
en ratas con LTME.

— Determinar la recuperacion en la habilidad locomotora en ratas con LTME
inmunizadas con A91.

— Correlacionar los niveles de TNF-a y caspasa-3 en la respuesta apoptotica.

— Comparar el fendmeno apoptotico de los grupos antes mencionados.

7. HIPOTESIS
Si el péptido A91 es capaz de modular la respuesta autorreactiva, entonces la inmunizacion

con A91, disminuira la apoptosis en el sitio de lesion.
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8. MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental:

Se utilizaron un total de 72 ratas hembras de la cepa Sprague Dawley de 200 a 230 g que
fueron proporcionadas por el Centro de investigacion del Proyecto de Camina y se evaluo
el fendmeno de apoptosis a los 7 y 30 dias post-lesion (dpl).

Se formaron tres grupos de la siguiente manera:

Grupo 1: Ratas sin LME (SHAM n=12).
Grupo 2: Ratas con LME + inmunizacion activa con A91 + ACF (n=12)
Grupo 3: Ratas con LME + inmunizacion con PBS + ACF (n=12)

Se sacrificaron 36 ratas a los 7 dias (d) y 36 ratas a los 30 d después de la lesion (n=6)

Nota: Inmunizacion activa con A91 (Grupo 2) o Grupo testigo con PBS (Grupo 1).

A los 7 dpl se tomaron 36 ratas al azar de cada grupo para analizar el fendémeno de
apoptosis en el epicentro y 4mm seccion caudal y cefalica, mediante las técnicas de DAPI
(n=6). Ademas, con la técnica de Western Blot se detectaron los niveles de TNF-a y
caspasa-3 (n=6). A los 30 d se realizaron las mismas evaluaciones con las 36 ratas restantes

de cada grupo.

8.1 Técnica de lesion de médula espinal

Se anestesio a las ratas con una combinacion de xilacina-ketamina en una solucion 1:5, via
intramuscular. Se rasurd la region dorsal lateralmente hasta aproximadamente 1.5 cm

bilateral a la columna vertebral.
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Se realiz6 una incision en piel sobre linea media, se diseca la piel y se realizaron dos
incisiones en musculo paralelas a la columna vertebral sobre las ap6fisis transversas.

Se localizé la T9 y se efectiio una incision transversal entre T9 y T10 para que se retrajera
hacia T8 en la porcion craneal. Se disecaron perfectamente las vértebras cuidando los vasos
sanguineos que corren longitudinales a la columna para evitar una hemorragia. Se sujetaron
las apofisis espinosas de T8 con una pinza de diseccion con dientes de raton y con la gubia
se fracturo la apofisis espinosa de T9 retirando el fragmento.

En el espacio intervertebral T9 y T10 se quit6 la ldmina de la vértebra con una pinza fina,
con movimientos suaves y firmes, retirando poco a poco para evitar tocar las médula
espinal; una vez concluido esto se procedi6 a fracturar con la gubia la ap6fisis espinosa de
T8 retirando el fragmento, para ayudar a despejar el campo.

Finalmente se sometieron a 48 animales a una contusion moderada (25mm) con el
Impactador marca NYU, New York (Basso et al., 1996). Se alojaron a las ratas en una jaula

y se llevaron a recuperacion en el bioterio.

8.2 Inmunizacion con A91

Inmediatamente después de la lesion, se inmunizd al grupo 2 con el péptido neural
modificado A91, esté se emulsificé en un volumen igual de ACF conteniendo 1mg/ml de

Mycobacterium tuberculosis. El grupo 3 recibi6 el vehiculo del ACF y PBS.

8.3 Extraccidn en fresco de médula espinal

Después de haber transcurrido los tiempos de lesion (7 d y 30 d), se sacrificaron a las ratas
con una dosis letal de pentobarbital 1mL/2.5kg de peso. Las ratas se colocaron en posicién

dorsal para hacer un corte en la piel y dejar expuesta el area del sitio de la contusion. Se
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corto el musculo a los lados del sitio de lesion, y la apdfisis espinosa de las vertebras, para
liberar poco a poco y exponer mediante laminectomia 2 cm de la médula espinal (el
epicentro, 1 cm caudal y 1 cm craneal al sitio de lesion), posteriormente se retird del canal
vertebral. Los cortes de 1cm se incluyeron en Tissue Teck y se preservaron en congelacion

a-80°C.

8.4 Extraccion de proteinas totales

El tejido (médula espinal) se lavdo con PBS antes de agregar 100 uL de solucion de lisis
(solucion de lisis: 10 mL de T-PER: del inglés tissue protein extraction reagent (Thermo
Scientific), 1 pastilla de inhibidor de proteasas (Complete Mini) 100 pL 0.1M PMSF y 100
uL 1M DTT). Se centrifugé a 24,000 g por 15 min a 4 °C. Se colect6 el sobrenadante en

donde se encontraba la proteina total y se guardo a — 20 ° C.

8.5 Determinacion de la proteina total por el método de Bradford

Las proteina total se determind por el método de Bradford (Bradford, 1976). Como curva

patron se utilizé albimina de suero bovino (BSA Sigma).

Se tomd 1 uL de la proteina total y se coloco en celdas para espectrofotometro con 800 uL
de agua destilada. Se agregaron 200 uL de reactivo de Bradford (BIO RAD) a cada celda y

se mezclo por inversion. Cada muestra se leyd en un espectrofotometro a 595 nm y se

determind la concentracion de proteina usando la curva patron.

8.6 WESTERN BLOT

8.6.1 Electroforesis de proteinas totales en gel de Poliacrilamida-SDS
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Para el corrimiento de las proteinas totales se preparé 10 mL del gel de separacion al 10 %
(3.35 mL de agua destilada, 2.5 mL de Tris 1.5 M pH 8.8, 100 mL de dodecilsulfato de
sodio (SDS) al 10%, 4 mL de acrilamida/bis 30%, 50 uL de persulfato de amonio 10%, 5
uL de N,N,N’,N’-tetrametiletilendmina (TEMED) y 10 mL del gel concentrador al 4% (6.1
mL de agua destilada, 2.5 mL de Tris 0.5 M pH 6.8, 100 mL de SDS 10%, 1.3 mL de bis-
acrilamida al 30%, 50 uL de persulfato de amonio al 10%, 10 uL de TEMED). Se utiliz6

una cadmara de electroforesis vertical (BIO RAD).

En tubos Eppendorf se colocaron 30 ug de las proteinas totales de cada muestra, en un
volumen final de 40 uLL con amortiguador 4X (2-mercaptoetanol, SDS, azul de bromofenol
y glicerol) y agua destilada. Los tubos se colocaron en agua hirviendo durante 5 min y en
hielo 5 min més, para relajar la estructura secundaria de las proteinas. Posteriormente, el
marcador de peso molecular y las muestras de las proteinas totales se colocaron en los
carriles del gel. En el carril uno se coloco el marcador de peso molecular y en el carril 2 el
testigo positivo al cual eran fibroblastos de pulmoén de raton de linea celular 1929 a los

cuales se le indujo apoptosis con H,O, a una concentracion de 300uM por 30 min.

Para el corrimiento electroforético se utilizo un amortiguador de corrida (Tris 0.25, glicina

1.92 M, SDS 1%, pH 8.3). El corrimiento se realizé con un voltaje de 120 V durante 2 h.

8.6.2 Transferencia de proteinas totales a la membrana de PVDF

El gel de acrilamida que contenia a las proteinas de interés se colocd cuidadosamente con
pinzas entre papel filtro y la membrana de PVDF (GE HELDTHCARE), y sobre ésta otras

2 capas de papel filtro, todos cortados exactamente del mismo tamafo, formando un
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emparedado. El emparedado se coloco sobre la placa de la camara de transferencia que
contenia el “buffer” de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.05%, metanol
20% y tween 20 1X) con hielo y agitacion. La transferencia se realizo con un voltaje de 120

V durante 2 h.

8.6.3 Anticuerpo Primario, Secundario y Revelado.

Después de la transferencia, la membrana se bloqued durante 60 min a temperatura
ambiente con TBS-tween (NaCl 150 mM, Tris-HCI 20 mM, tween 20 0.1%, pH 7.5) mas 8

% de leche descremada. Después de este tiempo, se lavo 2 veces con TBS-tween.

La membrana se colocé en una solucion con el anticuerpo primario Caspasa-3 (1:500)
(Biovision) o bien TNF-a (1:100) (Tecnologia Santa Cruz) en TBS-tween durante toda la

noche y en agitacion ligera. Como proteina control para la normalizacion se empleo6 actina

(1:50)

La membrana se lavd durante 5 min con TBS-tween 3 veces. Posteriormente, se agregd el
anticuerpo secundario dependiendo del caso, “anti-conejo (1:100) para TNF-a, anti-cabra
(1:100) para caspasa-3 y anti-raton (1:100) para actina en TBS-tween, durante 1 h y en
agitacion. Después se lavaron las membranas durante 5 min con TBS-tween 2 veces

durante 10 min.

Para el revelado se agregaron 2 mL de Luminol Super Signal West Pico y 2 mL de

perdxido Super Signal West Pico Stable.
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El revelado se realizd en un fotodocumentador (Gel Logic 1500 Imaging System) para
observar la fluorescencia generada en la reaccion de la peroxidasa, indicando la presencia

de cada proteina (Gonzélez-Puertos et al., 2010).

8.7 Técnica de DAPI (4°,6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato)

Se utilizo la técnica de DAPI, para observar los cambios morfoldgicos en los nucleos de las

células apoptodticas mediante microscoscopia de fluorescencia.

Se realizaron cortes de 6 um en el criostato de las diferentes condiciones experimentales y
se depositaron en laminillas recubiertas con Silano-Acetona 2%. Se fijaron con solucion de
paraformaldehido al 4 % recientemente preparado en PBS pH 7.4 a temperatura ambiente
por 20 min en agitacion constante. Se lavaron tres veces por 10 min en PBS pH 7.4. Los
cortes se cubrieron con DAPI al 10% y se lavaron con PBS 1X. Por ultimo se contratifid
con azul de Evans 0.026%. Y se analizaron los testigos positivos y negativos mediante
microscopia de fluorescencia (DAPI, Boehringer. Indianapolis, IN, USA). En cada muestra
se contaron 20 campos para el epicentro, 2 mm hacia la posicion cefalica y caudal del sitio

de lesion con el objetivo de 60X.

8.8 Evaluacion clinica

Se realiz6 la prueba de habilidad locomotora a campo abierto “BBB” a los animales con
LTME inmunizados con A91 y los tratados solo con PBS a los 7 d y 30 d, donde la
recuperacion se califica en una escala de 0 (paralisis completa) a 21 (movilidad completa)

(Basso et al., 1996).
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Escala BBB

0.-

1.

No se observa movimiento en patas traseras (PT).

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

rodilla.

Movimiento amplio (arco > 50%) de una articulacion con o sin movimiento limitado de

la otra.

Movimiento amplio de dos articulaciones.

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

Movimiento limitado de dos articulaciones y amplio de la tercera.

Movimiento amplio de dos articulaciones y limitado de la tercera.

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

Movimiento ritmico (coordinado) de ambas PT sin soporte de peso o colocacion de la

planta pero sin soportar peso.

Colocacion plantar con soporte de peso, no esta caminando, pasos ocasionales (< 6 =
al 50%), frecuentes (51% a 94%), o constantes (95% a 100%), con soporte de peso

dorsal, sin apoyo plantar.

10. Pasos ocasionales con soporte de peso plantar, sin coordinacion entre patas delanteras

(PD) y PT.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, sin coordinacioén entre PD y

PT.

Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar y coordinacion ocasional

entre PD y PT.

Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar y coordinacién frecuente

entre PD y PT.

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

PD y PT y pasos dorsales ocasionales.

Pasos plantares y coordinacion entre PD y PT constantes. No separa los dedos o solo
ocasionalmente cuando avanza la pata hacia delante. Al hacer contacto con el piso

predominio la alineacién paralela de la pata al cuerpo.

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

rota al levantarla.

Lo mismo (num. 16) pero al levantar la pata la mantiene alineada (sin rotar).

La separacion de los dedos es constante durante la marcha. Al hacer contacto con el

piso predomino la alineacion paralela de la pata al cuerpo, pero la rota al levantarla.
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19. Pasos plantares y coordinaciéon entre PD y PT constantes durante la marcha. La
separacion de los dedos ocurre constantemente durante la marcha. Al hacer contacto
con el piso y levantar, predomino la alineacion paralela de la pata al cuerpo. Arrastra la

cola parte o todo el tiempo.

20. Pasos plantares, marcha coordinada y separacion de dedos constantes. Al hacer
contacto con el piso y levantar, predomino la alineacion paralela de la pata al cuerpo,

cola levantada constantemente e inestabilidad del tronco.

21. Igual pero tronco constantemente estable.

9. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos se realizaron por triplicado en al menos tres eventos
independientes. Los datos se analizaron por analisis de varianza (ANOVA) de una via. La
comparacion entre los grupos se realizo con la prueba complementaria de TUKEY-
KRAMER. Se considero una p<0.05 estadisticamente significativa. Se utiliz6 el programa

Instat statistical program (GrapPad San Diego California).

10. RESULTADOS

10.1 Tincidn de Diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)

En la figura 4 se presenta el testigo negativo (sin inducciéon de apoptosis) y el positivo
(induccion de apoptosis con DNAsa I). La figura 5 muestra imagenes representativas de los
grupos con LTME inmunizados con A91 y tratados solo con PBS a los 7 y 30 dpl en el

epicentro de la lesion. Se observa una disminucion del dafio por apoptosis en las ratas con

60



LTME inmunizadas con A91 con respecto a las ratas tratadas solo con PBS, se notdé un
incremento de células danadas por apoptosis, ademds de indirectamente un mayor

infiltrado inflamatorio.

100X

Figura 4 muestra imagenes representativas del testigo negativo (sin induccion de apoptosis) y
positivo (induccion de apoptosis con DNAsa I) en tincion de DAPI para identificar cambios
morfologicos en los nucleos de los 3 grupos experimentales. Las flechas indican la fragmentacion

del ADN y la condensacion de la cromatina en las células apoptdticas en el testigo positivo.100X.

Se observo una menor cantidad de células apoptoticas en la fase aguda a los 7 d después de
la lesion en los grupos inmunizados con A91, tanto en el epicentro de la lesion, 2 mm hacia

la zona cefalica y 2 mm hacia la zona caudal (Grafico 1).
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Grafica 1. Células apoptoéticas en el epicentro, 2 mm hacia la posicion Cefalica y 2 mm hacia la
posicion Caudal de la lesion a los 7 d y 30 dpl. Los datos muestran diferencias significativas entre
los grupos respecto al control. Media + error estandar de la media (EEM), ANOVA de una via,

seguida de TUKEY-KRAMER. SHAM VS p<0.05; * PBS VS P<0.001. n=6.

10.2 Deteccion de caspasa-3

En la Figura 6 se muestran los geles correspondientes para caspasa-3 y actina. Los
resultados muestran que durante la fase aguda (a los 7 d después de la LTME) se presenta
una disminucidn significativa de caspasa-3 cuando las ratas son inmunizadas con el péptido
A91, con respecto al grupo tratado tinicamente con PBS. A los 30 dpl no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas.

En la grafica 2 se presentan las densitometrias que se realizaron normalizando con la
proteina constitutiva actina. En las ratas inmunizadas con A91 se observa una disminucion

estadisticamente significativa (p<0.001) en la deteccion de caspasa-3 con una proteccion de
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50.1 % durante la fase aguda de 7 d comparado con las ratas tratadas unicamente con PBS
con un 100% de dafio después de la lesion. No se observaron diferencias significativas en la

expresion de caspasa-3 en los grupos de estudio a los 30 dpl.

Marcador 7d 30d
de peso ( 1 . L .
molacular PBS  A91 PES A9
25040 + Sham + + Sham + +
150 ACF ACF ACF ACF
100
. 1 2 3 4 5 6 7
Actina T el i e e S Sap S
42KDa ki
Vo)
2 ' :
Caspasa - 3 : - YT .. P *
17KDa 9

Figura 5, se muestran los geles correspondientes al Western blot realizados en médula espinal. Las
bandas inferiores corresponden a la proteina constitutiva (3 - actina) y el experimental con caspasa-
3. En el carril 1 se indica el testigo positivo células Jurkat a estas se afiadio 300 uM de H,O,
durante 30 min en el medio de cultivo para inducir apoptosis. En el carril 2 y 5 se muestran las ratas
sin lesion (SHAM) a los 7 y 30 d después de la LTME. Carriles 3 y 6 (ratas con LME
administradas con PBS + ACF a los 7 y 30 d respectivamente. Las ratas inmunizadas con A91 a los

7 y 30 d después de la lesion medular se indican en los carriles 4 y 7.
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Grafica 2. Se muestra la frecuencia relativa para caspasa-3 con respecto al control (Media = EEM).
Los resultados muestran diferencias significativas entre los grupos respecto al control., ANOVA

seguida de TUKEY-KRAMER. SHAM VS p<0.05; * PBS VS P<0.001. n=6.

10.3 Deteccion de TNF-a

En la Figura 7 se muestran los geles correspondientes para TNF-a y actina. Los resultados
muestran que durante la fase aguda (a los 7 d después de la LTME) disminuye la expresion
de TNF-a cuando las ratas son inmunizadas con el péptido A91.

En la grafica 3 se presentan las densitometrias que se realizaron normalizando con la
proteina constitutiva actina y se observa una disminucion estadisticamente significativa

(p<0.001) en la deteccion de TNF-a en las ratas con A91 de 87.6% en comparacion con los
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animales no tratados, durante la fase aguda de 7 d. Sin embargo no se encontraron

diferencias a los 30 d.

7d 30d
Marcador
de peso r . 1 . 1
molecular PBS A91 PBS A91
+ Sham + + Sham + +
[A— ACF ACF ACF  ACF
— 150
1 2 3 4 5 6 7
— 100
— 75 -
Actina — 50
42KDa — 37 -
L 25 .
TNF-a — 20 _
17KDa — 15

- 10

Figura 6, se exhiben los geles correspondientes al Western blot realizados en médula espinal. Las
bandas de abajo corresponden a la proteina constitutiva actina y el experimental con TNF-a. En el
carril 1 se indica el testigo positivo con células L929 a los cuales se les indujo apoptosis con 300
uM de H,O, durante 30 min. En el carril 2 y 5 se muestran las ratas sin lesion (SHAM) a los 7 y 30
d después de la LTME. Carriles 3 y 6 (ratas con LME administradas con PBS + ACF alos 7y 30d
respectivamente. Las ratas inmunizadas con A91 a los 7 y 30 d después de la lesion medular se

muestran en los carriles 4 y 7.
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Grafica 3. Se muestra el porcentaje de Frecuencia relativa con respecto al control, expresado en
(media £ EEM) para Western blot de TNF-a.. Los resultados reportaron diferencias significativas
entre los grupos con respecto al control. ANOVA seguida de TUKEY-KRAMER. SHAM VS

p<0.05; * PBS VS P<0.001.

10.4 Prueba motora BBB

En cuanto al comportamiento motor de los animales, se puede observar en el grupo
inmunizado con A91, que el promedio de animales para la fase aguda no registro
diferencias significativas en la calificacion de la prueba motora BBB. Sin embargo en el
grafico 6 se muestra la recuperacion en los animales inmunizados con A91, a los 30 d
después de la lesion y si se observan diferencias estadisticamente significativas con
respecto al grupo que solo recibi6 PBS + ACF, con 1.67 unidades de diferencia en la

escala motora BBB.

66



{media+DE)
]

Escala motora maxima
1]

. Sham w=PBS+ACF =A91 +ACI]=l =Sham w=wPBS+ACF wA91+ACF ,
T

T
7d 30d

Grafica 4. Evaluacion motora en la escala BBB a los 7 y 30 dpl. Se compara el grupo inmunizado
con A91+ ACF contra el grupo tratado con PBS+ ACF y son expresados en media + desviacion
estandar (DE). Los resultados reportaron diferencias significativas entre los grupos con respecto al
control. Como prueba estadistica se aplic6 ANOVA de una via, seguida de una prueba

complementaria de TUKEY-KRAMER. SHAM VS p<0.05; * PBS VS P<0.001. n=12.

11. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio, se evalud el efecto neuroprotector del péptido A91 sobre la
apoptosis, en ratas con LTME. Los resultados demuestran que hay una disminucion en la
expresion de caspasa-3 y TNF-a al inmunizar a las ratas con el péptido “A91” a los 7 dpl
que correlaciona con una importante reduccion del dafio por apoptosis del tejido nervioso

durante la fase aguda, no asi durante tiempos largos (30 d).

Estudios recientes han puesto de manifiesto que la apoptosis juega un papel importante en
los resultados neurologicos tras una LME (Emery et al., 1998: Kan et al., 2009; Khalatbary

y Zarrinjoei 2012). La pérdida de células neuronales, después de una lesiéon medular, se
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origina debido a mecanismos neurodegenerativos de dafio primario y secundario durante un
periodo de dias o semanas después del evento traumatico. Es por ello, que actualmente las
terapias, como la AP, encaminadas a contrarrestar los eventos autodestructivos como la
apoptosis, son un blanco terapéutico que podria propiciar la restauracion y regeneracion del
tejido nervioso y ofrecer una mejor calidad de vida a los pacientes con LME. Varias de las
moléculas que se originan como resultado de la activacion de la AP (BDNF, IL-10, IL-4) y
otras que se modifican en su expresion, (disminucion de radicales libres, del TNFa y el
IFNY), tienen la capacidad de incidir sobre el fenomeno apoptotico, es posible pensar que
uno de los mecanismos neuroprotectores de €sta pudiera ser a través de la inhibicion de

la apoptosis celular.

Las células que presentan apoptosis se han localizado en el epicentro y en las regiones
aledanas a éste (a milimetros de distancia). Los resultados de la tincion de DAPI revelaron
que la disminucion del dafio al tejido nervioso se ve reflejada en la reduccion del namero de
células apoptoticas a los 7 y 30 d después de la lesion en las ratas inmunizadas con A91, y
fue mayor el numero de células apoptoticas en el grupo testigo tratado tinicamente con
PBS, como se indica en la grafica 1. Esta observacion respalda la idea de que la apoptosis
contribuye a la pérdida del tejido y, por lo tanto, al déficit neurologico a largo plazo. La
caspasa-3 activada es capaz de digerir a las proteinas y cinasas que estdn implicadas en la
estructura celular, el ciclo celular y la replicacion del ADN. La caspasa-3 es una caspasa
efectora que actia sobre diversos sustratos proteinicos dentro de las células, afectando su
integridad lo que da como resultado cambios morfologicos y bioquimicos que son
caracteristicos de la apoptosis (Sheng Lin et al., 2012). En el presente trabajo se observo

una disminucion de la caspasa-3 (el fragmento escindido de 17 kDa) en el grupo lesionado
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e inmunizado con A91. En este punto la inmunizaciéon con A91 disminuye 50.1% los
niveles de caspasa-3, por lo que sugiere que esta ejerciendo una proteccion significativa al
compararse con el grupo lesionado tratado tinicamente con PBS en el que se encontré un
aumento de la apoptosis del tejido nervioso.

La busqueda para mejorar las estrategias protectoras después de la lesion ademas de la
apoptosis, deben tomar en consideracion los factores que pueden contribuir a la activacién
de estd como son: dafio por radicales libres, excitotoxicidad, citocinas inflamatorias
producto de la lesién y la entrada masiva de Ca™.

La respuesta inflamatoria y la respuesta autorreactiva exacerbada aumentan la cantidad de
NO en el microambiente lesionado en la fase aguda a los 7 d después de la lesion lo que
provoca el incremento de la muerte por apoptosis, el Ca™ al difundirse hacia las neuronas
vecinas provoca liberacion de grandes cantidades de glutamato hacia los espacios
extracelulares, generando un efecto neurotdxico, del mismo modo la entrada masiva de
Ca™ a la neurona mediante receptores NMDA provoca una sobreexcitacion prolongada que
conduce al tejido nervioso hacia un estado neurodegenerativo (Martifion e Ibarra, 2008) que
ademas estaria activando la expresion de iNOS a las 3, 4, 24 y 72 h e incluso 7 dpl, esto se
relaciona con el fendémeno de lipoperoxidacion, la activacion de la cascada de apoptosis y
la destruccion neuronal que afecta la recuperacion motora (Liu et al., 2001; Beck et al.,
2010). A su vez este 16n divalente propicia la activacion de calpainas, que incidirdn sobre
una via alternativa de apoptosis independiente de caspasas, que generara incremento en el
dafio secundario y resultados neurologicos en las vias descendentes. Todo lo anterior se
manifesto al realizarse la evaluacidén locomotora de los animales lesionados, como lo indica
la grafica 4 a los 7 d después de la lesion; en donde ambos grupos, los inmunizados con

A91 y los que Unicamente fueron tratados con PBS se encuentran igualmente dafiados. La
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disminucion en la produccion de radicales libres debido al A91, podria ser uno de los
factores principales que colaboran para reducir la apoptosis, ya que se ha reportado, que las
especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, juegan un papel fundamental en la induccién
de la apoptosis. Después de la LME se ha reportado una importante produccion de NO, el
cual inicia el efecto citotoxico (Liu ef al., 2000).

Ya se ha documentado que los linfocitos T anti-A91 promueven la proteccion al tejido
medular al disminuir la lipoperoxidacion después de una LME (Ibarra et al., 2010). La
enzima iINOS es una de las tres isoformas que produce NO. El NO es un gas que actia
como un radical libre, tiene un papel crucial en el desarrollo de la respuesta secundaria
inflamatoria y en la induccion de la apoptosis después de la LTME (Khalatbary y
Zarrinjoei, 2012). Se ha reportado que la inmunizacion con A91 modula la respuesta
autorreactiva, la respuesta T2 induce la secrecion de IL-10 (Gaur ef al, 1996; Tran et
al., 2001; Ibarra et al., 2010). A su vez, la produccion de IL-10 suprime la activacion de los
macrofagos y la maduracion de las células dendriticas evitando que se propague el dafio
después de la lesion (Puntambekar et al., 2011). IL-10 podria ayudar a disminuir la
apoptosis al inhibir la expresion del gen de iNOS, por un lado la IL-10 estimula al
activador de la molécula STAT3 (del inglés, signal transducer and activator of transcription
3), considerada un inhibidor de citocinas pro-inflamatorias como TNF-o e inhibe la
liberacion de NO y por otro lado, cuando la IL-10 interactia con su receptor, activa a SOC3
(del inglés suppressor of cytokine signaling 3), esta molécula es capaz de inhibir la via
NFkB, factor de transcripcion indispensable para la expresion de iNOS (Garcia et al.,

2012). Lo anterior nos sugiere un mecanismo por el cual se estaria modulando la respuesta
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autorreactiva y esto se ve reflejado en la disminucion de la apoptosis atenuando el dafio en
el tejido medular.

El fenotipo Ty2 desarrollado después de la inmunizaciéon con A91 enriquece el
microambiente lesionado con IL-4, una citocina que ademas de inhibir la expresion del gen
de iINOS, promueve la expresion de enzimas intracelulares como la arginasa. La actividad
de la enzima arginasa cataliza la hidrolisis de arginina a ornitina y compite con iNOS por su
sustrato, la L-arginina. (Louis et al., 1999).

Otro mecanismo por medio del cual la inmunizacion con A91 podria estar reduciendo la
apoptosis celular, es a través de la accion de moléculas como BNDF. En estudios previos se
ha mostrado que los linfocitos T anti-A91 son capaces de liberar cantidades significativas
de BNDF (Martiiion et al., 2012). Se ha encontrado que las neurotrofinas como BNDF y el
IGF-1 (del inglés, insulin-like growth factor-1) protegen las células neurales de la
apoptosis. Ademas los efectos anti-apoptoticos de la sefializacion de BNDF/TrkB contra el
estrés oxidativo han sido fuertemente evidenciados (Fujita ef al., 2011). La manera como
BNDF promueve el efecto anti-apoptotico parece ser a través de la via PI3K/AKT a través
de los receptores TrK. AKT fosforila e inhibe proteinas pro-apoptoticas como BAD y
caspasa 9. Finalmente, la via PI3K/AKT suprime la expresion de genes que previenen la
muerte celular (Nguyen et al., 2010).

En un esfuerzo para dilucidar otros posibles efectos anti-apoptodticos inducidos por la
inmunizacion con derivados peptidicos neurales modificados, se evalud la accion de este
tratamiento sobre la expresion de TNF-a, una molécula pro-apoptotica que se produce
después de la LME. El miembro de la superfamilia de receptores de muerte TNF- o es una

citocina pro-inflamatoria, producida por células del sistema inmune, principalmente

71



macrofagos y linfocitos T, en la forma soluble y unida a membrana, ambas constituidas por
3 cadenas de proteinas idénticas (homodimeros). La mayor parte de los linfocitos T
expresan en la superficie miembros de la familia TNF como moléculas de superficie
celular, los efectos negativos de esta citocina se sostienen cuando hay un aumento en la
produccion de radicales libres (Morgan et al, 2008). Para esclarecer otro mecanismo
implicado en la apoptosis se determinaron los niveles de TNF-a para observar los efectos
de la inmunizacion con A91 sobre la apoptosis. Esta bien documentado que las citocinas
pro-inflamatorias, incluyendo al TNF-[], se sintetizan inmediatamente después de la lesion
y desempefia un papel importante en la lesion al tejido neural y promueven la apoptosis
(Khalatbary y Zarrinjoei, 2012). En el presente trabajo se observd un incremento en los
niveles de TNF-a en las ratas tratadas tnicamente con PBS comparadas con el grupo
inmunizado con A91, a los 7 d después de la lesion. Nuestros resultados concuerdan con
reportes previos ya que la primera fase de inflamacion, que comprende principalmente
neutréfilos PMNs (1 dpl), macrofagos/microglia (7 dpl) y células T (9 dpl), podrian estar
secretando citocinas pro-inflamatorias como IL-1f, TNF-a, IL-6 e IFN-y (Beck et al.,
2010). Puesto que la mayoria de las reacciones inflamatorias son mediadas por citocinas,
¢éstas pueden potenciar el dafio producido después de la LTME. Cuando se trat6 a las ratas
lesionadas inicamente con PBS, no se encontrd ninguna proteccion y permitié determinar
lo que ocurre en condiciones basales después de la lesion medular.

Aunque en el presente trabajo la reduccion de TNF-a se asocid con una disminucion de la
apoptosis, es importante mencionar que el papel de esta citocina es controversial, ya que los
receptores TNFR1 y TNFR2 interactian con el TNF-a formando homotrimeros. TNFR1,

contiene dominios de muerte asociados al receptor de TNF TRADD (del inglés, adaptador
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protein TNFR1- associated death domain), que dependiendo el estimulo puede activar ya
sea vias de supervivencia o bien de muerte.

La respuesta inmune es el resultado de interacciones complejas entre moléculas de
superficie celular y factores solubles, ademas se ha reportado que IL-4 se produce cuando
se inmunizan ratas con A91 (Gaur et al., 1996; Tran et al., 2001; Ibarra et al., 2010) y que
la IL-4 y el TNF-[] act@ian en sinergia activando a STAT6 para amplificar la activacion de
factores de transcripcion de la familia NF-kB (del inglés, nuclear factor-kappaB), esto con
el fin de proteger a las células de apoptosis (Zamorano et al., 2001).

Asimismo, si TRADD se une a RIP1 (del inglés receptor-interacting protein 1), este
complejo actia como cinasa de treonina-serina e inducird la fosforilacion y degradacion de
IK[], liberando a NF-kB a fin de pueda ser trasladado hacia el nucleo y funcione como un
factor de transcripcion de diferentes genes anti-apoptoticos incluyendo a FLIP (del inglés
FLICE inhibitory protein), o bien a ciertos miembros de la familia de proteinas inhibidoras
de la apoptosis IAP (del inglés inhibitor of apoptosis protein) y Bcl- 2 (del inglés B-cell
lymphoma 2) (Gupta y Gollapudi, 2005; Wajant y Scheurich, 2012).

Por otro lado, se sabe que la via extrinseca para inducir apoptosis estd mediada por los
receptores transmembranales tipo I (TNR1), que estimulan el ensamble de un complejo
intracelular formado por, el receptor activado, TRADD, y la pro-caspasa 8 conocido como
DISC (del inglés Death-inducing signaling complex) que a su vez activa a la caspasa-3
(Hausmann, 2003; Gupta y Gollapudi, 2005; Wajant y Scheurich, 2012). Ademas, varios
estudios han reportado que el TNF-a regula la activacion de NF-xkB y media la apoptosis

en algunos tipos celulares (Wajant y Scheurich, 2011).
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Los niveles de caspasa-3 y TNF-a se incrementan a los 7 d después de la lesion en los
animales no tratados con A91, y esto concuerda con reportes previos que indican que la
apoptosis en estadios tempranos tiene un pico maximo a las 4 h después de la LME y que
las células inflamatorias migran hacia el sitio de lesion desde las primeras horas. Dichas
células inflamatorias podrian estar generando estimulos pro-apoptoticos, asi como la
produccion y liberacion de NO contribuyendo a los mecanismos explicados con
anterioridad.

Finalmente, la reduccion de la apoptosis se asocia con una mejor recuperacion motora en
las ratas inmunizadas con A91 al séptimo dia. Con respecto a la evaluacion locomotora de
los animales a los 30 dpl se observd una mejora en los animales con LTME inmunizados
con A91 de 1.67 unidades con respecto a los animales tratados tinicamente con PBS, cabe
resaltar que la fase cronica de la lesion, se caracteriza por un periodo de estabilidad
generalizada en la que estan ausentes muchos de los elementos que se activaron como
medios protectores o promotores de restauracion durante la fase aguda de la lesion. En la
etapa sub-cronica a los 30 d después de la lesién observamos una recuperacion pero si se
hubiera evaluado estadios crénicos a los 60 y 90 d después de la lesion mas que una
recuperacion, se hubiera observado un periodo de estabilidad hacia los 3 meses (Beck et al.,
2010) y posteriormente un declive progresivo de la funcion neuroldgica en roedores. Lo
anterior nos obliga a buscar estrategias terapéuticas que logren evitar este deterioro y que
contribuyan a una mejor calidad de vida del paciente lesionado medular. Estudios previos
en nuestro laboratorio demostraron que la inmunizaciéon con A91 induce una mejoria
neurologica significativa en la reduccion de la lipoperoxidacion y la produccion de NO, dos

elementos que estan estrechamente relacionados con la apoptosis. Después de una LTME,
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las células que presentan apoptosis son  neuronas, células de la microglia y
oligodendrocitos. Estas ultimas células tienen como funcion recubrir los axones neuronales
con una vaina de mielina y su pérdida o disminucion contribuye a la desmielinizacion post-
traumatica que se desarrolla durante la primera semana y se prolonga hasta estadios
cronicos (Bethea y Dietrich, 2002), la apoptosis de estas células puede contribuir en gran
medida al déficit neuroldgico lo que sugiere que la modulacion de la respuesta

autorreactiva promueve una mejor recuperacion neurolédgica.

12. CONCLUSIONES

- El presente estudio apoya el efecto neuroprotector del péptido neural modificado A91
al disminuir la apoptosis, ejerciendo un efecto importante en la fase aguda a los 7d

después de la lesion de médula espinal.

- La disminucion de la apoptosis puede ser resultado del efecto de la inmunizacion con

A91, al producir una disminucion significativa en la expresion de caspasa-3 y TNF-a.

13. PERSPECTIVAS

- Determinar los mecanismos exactos por medio de los cuales la inmunizacion con
A91 disminuye la apoptosis como: la expresion de moléculas pro-apoptéticas Bax y
Bad y moléculas anti-apoptoticas como Bcl-2.

- Determinar que vias estan activando a la caspasa-3, ya sea por activacion de caspasa

8,9 y/o 12.
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- Evaluar la recuperacion motora después de la lesion y hasta los 30 dias
semanalmente para tener una cronologia de la evaluacion del animal.

- Determinar el efecto de la inmunizacion con el péptido A91 con una estrategia de
combinacion, para potenciar su efecto restaurador sobre la recuperacion funcional

de ratas con LTME.
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