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RESUMEN

La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) dafna irreversiblemente el tejido
nervioso, provocando pérdida de movimiento y sensibilidad. Inicia con un impacto
mecénico que deriva en dano secundario. En este, la respuesta inflamatoria
conduce a la muerte de las células nerviosas. La regulacion de la respuesta
inflamatoria por efecto de la dapsona permite considerarla como una estrategia
neuroprotectora que ha sido eficaz en modelos animales de isquemia/reperfusion.

Se evalué el efecto anti-inflamatorio de la dapsona en el modelo de LTME por
contusion en ratas Wistar hembras con base en la infiltracion de neutréfilos y
macréfagos asi como de la actividad de la enzima MPO en ratas. Se produjo dafo
con el equipo NYU-Impactor y 3 6 5 horas después de la LTME se les administr
una dosis unica de 12.5, 25 é 37.5 mg/kg de dapsona o del vehiculo por via
intraperitoneal. Los animales fueron sacrificados 24 horas después de la LTME. La
cuantificacion de las células infiltradas y de MPO presente en el epicentro de la
lesidon se realizd por citometria de flujo. Se realiz6 el ensayo de actividad
enzimatica de MPO y su localizacion asi como de las células en el tejido fue

determinada por microscopia.

Los grupos tratados con 25 mg/kg de dapsona 3 6 5 horas después de LTME
mostraron reduccion significativa del 80% y 74%, respectivamente, en la cantidad
de neutrofilos infiltrados, asi como en los grupos tratados con 37.5 mg/kg de
dapsona a 3 6 5 horas, con reducciones del 63% y 77%, respectivamente. Se
observé una reduccion significativa del 51% en el numero de macrofagos
infiltrados al administrar 37.5 mg/kg del farmaco 3 horas después de la LTME. 25
mg/kg del farmaco redujeron los valores de intensidad media de fluorescencia de
MPO presente de 29.61+4.754 a 9.636 +£1.945 unidades 3 horas después de la
LTME. Los resultados indican que el tratamiento con dapsona tiene efecto
regulador de la quimiotéxis de estas células en los estadios tempranos de la
inflamacion después de la LTME de modo que se puede evitar un dafo mayor al

tejido medular y con ello aumentar la recuperacién sensitiva y motora.
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ABSTRACT

Spinal cord injury (SCIl) damages irreversibly nerve tissue causes dysfunction of
the cord, with loss of sensory and motor function distal to the point of injury. Upon
initial impact or injury, there is immediate mechanical damage that produces a
secondary damage. In this, inflammatory response leads to the death of nerve
cells. Inflammatory response regulation by effect of dapsone allows considered it
as a neuroprotective strategy has been effective in animal models of

ischemia/reperfusion.

Anti-inflammatory effect of dapsone was evaluated in SCI contusion model in
female Wistar rats based on neutrophils and macrophages recruitment as well as
MPO enzyme activity. Damage was caused with NYU- Impactor device and 3 or 5
hours after SCI were administered a single dose of 12.5, 25 or 37.5 mg/kg of
dapsone or vehicle intraperitoneally. Animals were killed 24 hours after SCI.
Recruited cells and MPO at the epicenter of the lesion was performed by flow
cytometry. MPO enzymatic activity assay was realized and its location as well as
the cells in the tissue was determined by microscopy.

Groups treated with 25 mg/kg of dapsone 3 or 5 hours after SCI showed significant
reduction of 80 % and 74%, respectively in the number of infiltrated neutrophils, as
well as in the groups treated with 37.5 mg/kg of dapsone 3 or 5 hours, with
reductions of 63% and 77 %, respectively. A significant reduction of 51% was
observed in the number of infiltrated macrophages by administration with 37.5
mg/kg of the drug 3 hours after the SCI. 25 mg/kg of the drug reduced MPO
fluoresce intensity values of 29.61 + present 4754-9636 * 1.945 units 3 hours after
the SCI.

Results indicate treatment with dapsone has regulatory effect on chemotaxis of
these cells in the early stages of inflammation after the SCI. It could be useful to
prevent further damage to spinal cord tissue and thereby increase the sensory and

motor recovery.
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EVALUACION DEL EFECTO ANTI-INFLAMATORIO DE LA DAPSONA EN UN
MODELO DE LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL EN RATAS

Introduccion

La lesion trauméatica de la médula espinal (LTME) es considerada un problema de
salud debido al dafno irreversible que se genera sobre la funcién sensitiva y
motora, asi como sobre la autonomia e independencia en los pacientes que la

padecen, ya que afecta -en mayor medida- a la poblacién econémicamente activa.

Una vez producido el trauma mecénico se desencadenan los mecanismos
autodestructivos caracteristicos del dafno secundario. Debido a la complejidad de
la fisiopatologia de la LTME se han investigado y desarrollado multiples
alternativas terapéuticas y de rehabilitacion. Sin embargo no hay una que ofrezca

una accién terapéutica eficaz.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto anti-inflamatorio de la dapsona en
base a la cuantificacion de neutréfilos, macréfagos y de mieloperoxidasa (MPO)
presentes en el tejido medular lesionado de rata, ya que el mecanismo de accién
del farmaco esta relacionado con la inhibicién de la migracion de neutrofilos, este
ha sido utilizado en el tratamiento de enfermedades dérmicas caracterizadas por
la acumulacion de neutréfilos; ademas, ha mostrado efectos terapéuticos
prometedores tanto en modelos animales de isquemia/reperfusion, como en
pacientes, por lo cual este farmaco podria representar una alternativa terapéutica

a las ya existentes para el tratamiento de la LTME.
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Antecedentes
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1. 1 La médula espinal
Es una estructura blanda que reside en el interior de la columna vertebral y es la
encargada de la conexion entre el cerebro y el resto del organismo y donde
residen las funciones de locomocién y sensibilidad. Los huesos de la columna
vertebral estan alineados uno tras otro y se encuentran unidos por discos de
cartilago semi-rigido. Las vértebras se organizan de acuerdo con su ubicacién a lo
largo de la espina dorsal:

e Vértebras cervicales (7): situadas en el cuello

e Veértebras dorsales (12): unidas a la caja toracica

e Vértebras lumbares (5): parte inferior de la espalda

e \Vértebras sacras (5): area de la cadera

e Vértebras coccigeas (4 fusionadas):coccix

La médula espinal (ME) esta dividida en dos zonas denominadas sustancia blanca
y sustancia gris. La sustancia gris es la zona central de la médula en forma de “H”
y en esta residen las neuronas motoras que controlan el movimiento y las que
reciben las sefales sensitivas. Rodeando a la sustancia gris se encuentra la
sustancia blanca, compuesta por conductos largos de fibras nerviosas
constituidas, a su vez, por axones recubiertos de mielina, una sustancia aislante
que permite la transmisién de las senales eléctricas (figura 1). La ME también esta
organizada en segmentos, donde los nervios raquideos salen para conectarse con

regiones especificas del cuerpo:

e Nervios raquideos cervicales (C1 a C8): controlan las sefiales que van a la
parte de atras de la cabeza, al cuello, los hombros, los brazos, las manos y
al diafragma.

¢ Nervios raquideos dorsales (T1 a T12): controlan las sefiales que van a los
musculos toracicos, a los musculos bajos de la espalda y a las partes bajas
del abdomen.
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e Nervios raquideos lumbares (L1 a L5): controlan las senales que van a
partes inferiores del abdomen y la espalda, a los gluteos, a algunas partes
de los érganos genitales externos y a algunas zonas de las piernas.

e Nervios raquideos sacros (S1 a S5): controlan las sefiales que van a los
muslos y a la parte inferior de las piernas, a los pies, a la mayoria de los
organos genitales externos y al area alrededor del ano.

¢ Nervio coccigeo: transmite la informacion sensitiva proveniente de la piel de

la region inferior de la espalda.

a) /- @[cz] b) ' R Sustancia
Nervios cervicales (c1-c8) < 3 umasoaccartial gris
— % fcs]
By, Sustancia

Porcién toracica: Segmentos
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BN o S imi ap on e o ‘\7 2=
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c)

e QPt:vrt:iém sacra: Segmentos sacros @ =~ f‘-
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Nervios torécicos (T1-T12) < -

Figura 1. La médula espinal. a) Posicién de los nervios raquideos y ubicacién de los segmentos cervicales,
toracico lumbares, coccigeos y sacro, asi como la proporcion de sustancia blanca y gris de cada segmento. b)
Corte transversal de una médula espinal de rata, donde se aprecia la sustancia gris (en forma de “H”) y la
sustancia blanca que la recubre (tincion hematoxilina y eosina, 25X). c) Corte longitudinal de médula de rata
(IHQ de MPO, 25X). (Tomado de www.imaios.com. b y c). Cortesia del Laboratorio de Patologia y del
Departamento de Neuroquimica del INNNMVS).

Para pasar entre las vértebras, los axones que conectan la ME con los musculos y
el resto del cuerpo se agrupan en 31 pares de nervios raquideos en los que cada
par tiene una raiz sensitiva y una raiz motora las cuales realizan las conexiones al

interior de la sustancia gris.
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La ME esta cubierta por las meninges, cuyas capas se conforman por la
duramadre o capa exterior; la aracnoides o capa intermedia y la piamadre, que da
soporte y proteccién a la sustancia blanca y constituye la capa mas interna (figura
2).

Sustancia blanca
\_ Sustancia gris

Surco medio posterior

Canal central
Surco medio anterior

: Z Piamadre
Raiz posterior

Ganglio espinal
Nervio espinal ] A

Espacio subaracnoideo
Aracnoides

Raiz anterior

= Duramadre

Figura 2. Corte transversal de la anatomia de la médula espinal.

1.2 Morfologia celular del sistema nervioso
El sistema nervioso (SN) esta formado por el sistema nervioso central (SNC) y
sistema nervioso periférico (SNP), cuya funciéon en conjunto es el envio de la

informacion desde el cerebro al resto del organismo y viceversa.

1.2.1 Neuronas

Las neuronas constituyen la unidad elemental de procesamiento y transmisién de
informacion en el SN, las cuales constan de soma y dendritas, que actian como
estructuras de conexion y recepcidn de los estimulos electroquimicos. El axén es
una prolongacion filamentosa que conduce los impulsos nerviosos desde el soma
a otra célula nerviosa, lo que las capacita para comunicarse entre ellas. En el
extremo de esta estructura se encuentran los botones terminales, los cuales
secretan neurotransmisores a traves de la sinapsis cuando un potencial de accion

viaja por el axon (Brady y cols., 2012).

17



Evaluacion del efecto anti-inflamatorio de la Dapsona en un
modelo de Lesion Traumdtica de la Médula Espinal en ratas

El axdn se encuentra recubierto por vainas de mielina (constituidas por 80% de
lipidos y 20% de proteinas) que forman una capa gruesa alrededor del axén y que
permiten la transmisién de los impulsos eléctricos gracias a su efecto como
aislante electroquimico. Los nodos de Ranvier son regiones no cubiertas de
mielina en el axén, cuya funcién es acelerar la conduccién del impulso nervioso a
través de estos, mediante el “salto” de estos de un nodo a otro (Brady y cols.,
2012).

1.2.2 Células de Schwann
Dan soporte y recubren a los axones del SNP a través de la secrecion de mielina
para formar la estructura de la vaina. También forman conductos que guian el

crecimiento o la regeneracidén axonal después de una lesién (Brady y cols., 2012).

1.2.3 Oligodendrocitos

Se localizan en el SNC y son los encargados de producir la vaina de mielina a
través de las prolongaciones que se enrollan alrededor de un segmento del axdn,
y al hacerlo va produciendo varias capas de mielina que lo recubren (Brady y cols.,
2012). Estas células son susceptibles a los efectos de la lesién aguda después de
LTME, sufriendo procesos de necrosis y apoptosis aguda que continua hasta el
punto cronico. La pérdida de oligodendrocitos causa desmielinizacién y disfuncién

de los axones sobrevivientes (Almad y cols., 2011).

1.2.4 Astrocitos

Son células encargadas del metabolismo cerebral, influyen en el entorno de las
neuronas para modular la funcion sinaptica y desempefian un importante papel en
la homeostasis del SN. Estan divididos en astrocitos protoplasmicos y astrocitos
fibrosos. Los primeros se encuentran en la materia gris y los segundos en la
sustancia blanca. Los dos tipos celulares tienen filamentos intermedios gliales que

contienen proteina acida fibrilar (GFAP).
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No son células excitables, pero tienen un efecto regulador de los potenciales de
membrana, lo que les permite amortiguar el potasio (K*) extracelular, sobre todo,
después de una lesién (Leis y cols., 2005), asi como el pH en el cerebro y los
niveles de sodio (Na*) (Deitmer y Rose, 2010). Otras funciones complementarias
de estas células son la regulacion del flujo sanguineo hacia el cerebro, asi como la
disponibilidad de glucosa y lactato para el mantenimiento del metabolismo
neuronal (Brady y cols., 2012). Los astrocitos expresan tanto receptores
metabotropicos de glutamato como transportadores del mismo, los cuales son
responsables de la captacion de glutamato, aumentando la posibilidad de dafo
neuronal (Sattler y Rothstein, 2006). Lo anterior, debido a la elevacién prolongada
de los niveles extracelulares del neurotransmisor glutamato que puede conducir a
la excitotoxicidad por sobreactivacion de los receptores a glutamato y a la

excesiva entrada de calcio (Ca**) a las neuronas.

1.2.5 Microglia

Son células con morfologia estrellada que representan entre el 10 y el 20% del
numero total de células en el SNC y cuya funcion principal es la de servir como
modulador del sistema inmunitario (Brady y cols., 2012) ya que se activan en
respuesta a estimulos nocivos, liberando mediadores proinflamatorios, como
especies reactivas de oxigeno (ERO) y enzimas pro-inflamatorias, asi como
sintetizando citocinas y quimiocinas. Entre estos eventos se encuentran los
traumatismos encefélicos y los de la ME, isquemia o hipoxia del miocardio,
infecciones, respuesta a contaminantes del aire como el ozono y las particulas en
el aire o0 a diversos agentes neurotoxicos y las funciones celulares no reguladas de

origen genético (Block y Calderdn- Garciduenas, 2009).

1.2.6 Células ependimales

Conforman una estructura ciliada situada dentro de la cavidad ventricular que
juega un papel importante en el desarrollo y mantenimiento del SN (Del Bigio,
2010).
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Algunas de las funciones mas relevantes de las células ependimales son el
soporte de la neurogénesis en la zona subventricular, asi como el balance de
fluidos del cerebro y la ME. La fuerte unién entre las células ependimales es un
componente eficaz de la barrera de liquido cefalorraquideo del cerebro (Brady y
cols., 2012).

Figura 3. Células del sistema nervioso. Se muestra la citoarquitectura y la interaccion entre las neuronas,
astrocitos, microglia, oligodendrocitos y las células ependimales que conforman el tejido nervioso (Tomado de

www.tipsmedicina.tumblr.com).

1.2.7 Barrera hematoencefalica

El medio interno del SNC se encuentra aislado de la circulacion sanguinea
periférica por medio de la barrera hematoencefalica (BHE) que proporciona una
permeabilidad muy restringida del endotelio vascular del SNC al paso de
sustancias que viajan en el plasma, de modo que no todas las moléculas que
circulan por el torrente sanguineo pueden atravesarlo libremente, sino que deben
hacerlo a través de sistemas de transporte especificos y altamente regulados
(Figura 4). La conformacion de la BHE esta dada por las células endoteliales (CE)
que forman las paredes de los vasos sanguineos (Abbott y cols., 2010).
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Al unirse estas entre si, forman uniones estrechas que evitan la interaccién directa
entre la circulacién sistémica y el espacio extracelular del SN. Adicionalmente, las
CE estan revestidas por las estructuras perivasculares de los astrocitos, cuyas
prolongaciones citoplasmaticas aplanadas se encuentran separadas del endotelio
unicamente por la ldmina basal. En la BHE no existen fenestraciones, estructuras
que funcionan como poros transmembranales que regulan el paso de las
moléculas a través de la célula. Por otro lado, la lamina basal ocupa el espacio
pericapilar entre el endotelio y los pies perivasculares, aunque esta lamina se
presenta en doble capa cuando cubre la membrana de los pericitos, células que

presentan propiedades contractiles (Pascual-Garvi y cols., 2004).

Las uniones estrechas de la BHE son una caracteristica clave de las CE del SNC,
ya que reducen de manera significativa el paso de solutos polares a través de
rutas especificas de difusion desde el plasma sanguineo hacia los fluidos
cerebrales extracelulares (Begley y Brightman, 2003; Wolburg y cols., 2009;
Abbott y cols., 2010).
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Figura 4. Representacion grafica de la barrera hematoencefdlica, donde se pueden observar las células
endoteliales conectadas entre si mediante uniones estrechas, rodeadas por el pericito y recubiertas a su vez
por los pies perivasculares de los astrocitos (Modificado de www.creces.cl.com).
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1.3 Lesidén traumatica de la médula espinal

La lesién traumatica de la médula espinal (LTME) es un problema de salud de
severas consecuencias que llevan a la discapacidad y a prolongados y costosos
tratamientos de rehabilitacion (Dryden y cols., 2003) y es considerada como un
evento determinante para los individuos que la padecen, ya que desarrollan déficit
en la locomocién, sensibilidad y autonomia (Furlan y cols., 2011). Las secuelas
neurolégicas producidas después de la lesion son frecuentes y se acompanan de
sintomas y dafos neuroldgicos mayores que afectan la integridad fisica y la
calidad de vida de los pacientes. Debido a que la ME actua como una via de
comunicacién entre el cerebro y el resto del organismo, las lesiones en este tejido

pueden tener consecuencias fisioldgicas significativas (NINDS, 2005).

La LTME puede ser producida por un impacto mecanico que afecta las vértebras y
provoca un estallamiento del hueso que rasga el tejido o por una compresion de la
ME causada por la dislocacién de los discos. Este evento traumatico provoca
cambios en las conexiones nerviosas del organismo. Las lesiones pueden ocurrir a
cualquier nivel de la ME y el segmento que resulte lesionado asi como su
gravedad determinaran qué funciones del cuerpo quedaran afectadas o se

perderan, asi como la posibilidad o no de una recuperacion.

El trauma mecanico provoca el rompimiento de la BHE y la inmediata destruccion
de neuronas y la glia, seguida de un proceso isquémico, intercambio electrolitico y
edema. Después de 15 minutos aumentan las concentraciones de glutamato como
resultado de la lisis celular del dafio inicial. También ocurre lipoperoxidacion y
produccién de radicales libres (Husselbosch, 2002), asi como apoptosis neuronal y
glial. Hay invasion de células inmunes que incrementan la cantidad de citocinas y
quimiocinas que conllevan a una respuesta neuroinflamatoria cronica que puede

persistir durante meses (Donnelly y Popovich, 2008).
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Figura 5. La paraplejia y cuadriplejia se manifiestan como consecuencia de la LTME; el grado y el nivel de
pérdida de locomocion y sensibilidad en el cuerpo dependeran del nivel en que haya ocurrido el evento
traumatico (zonas en rojo). Una lesion en la zona cervical provocara afectaciones significativas en la movilidad
de miembros superiores, asi como problemas en sistema respiratorio. En cambio, una lesién en zonas mas
bajas, como la toracica o la lumbar, provocaran paraplejia (Modificado de The National SCI Statistical Center,
2001).

1.3.1 Epidemiologia

Ademas de las importantes repercusiones econémicas y sociales de una LTME,
para las cuales no hay un tratamiento terapéutico eficaz, algunos datos mostrados
por el National Institute of Neurological Disorders and Stroke en 2012 sobre
hechos y cifras respecto a la LTME describen los siguientes aspectos respecto a

la incidencia:
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e Se calcula que ocurren entre 10’000 y 12’000 LTME cada afo en los
Estados Unidos.

e Alrededor de 250 mil personas viven con este dafo en ese pais.

e El costo de los cuidados de pacientes con LTME llega a los 4 mil millones
de ddlares cada afo.

e El 38.5% de todas las lesiones de la ME son a causa de accidentes
automovilisticos, el 24.5 % por lesiones relacionadas con actos de
violencia, que involucran armas de fuego y cuchillos y el resto se debe a
accidentes deportivos, practica de deportes extremos, caidas y accidentes
laborales.

e EI 55 % de las victimas con LTME se encuentra entre los 16 y 30 anos de
edad al momento del accidente.

e Mas del 80 % de los pacientes con LTME son hombres.

Durante el periodo de enero a marzo de 2004 la hemiplejia y la paraplejia fueron
la quinta causa de consulta en el area de Medicina Fisica y Rehabilitacion del
Hospital General de México, con 153 casos (Hospital General de México, 2004).
Por su parte, Bioeden reporta que en México se presentan 3600 casos de LTME
cada ano, de los cuales el 72% son personas menores de 40 anos. Entre las
causas de dafo a la ME se reporta que el 50.2% son debido a caidas de forma
accidental, el 34.5 % por choques automovilisticos y el 15% debido a agresiones

fisicas.

1.3.2 Fisiopatologia de la LTME

De acuerdo con los acontecimientos que ocurren después de una LTME, este
evento se divide en dos etapas, la primera denominada lesién primaria y
comprende el dafio mecanico o traumatico que sufre la columna vertebral y que

produce un dafo inicial o primario al tejido nervioso de la ME.
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Posteriormente se desarrolla el dafo secundario, que se ha descrito como una
cascada de eventos bioquimicos deletéreos y autodestructivos que llevan a la
pérdida de gran cantidad de tejido sano adyacente al sitio de lesion, ésta etapa se
presenta desde unos cuantos minutos después de ocurrida la lesion primaria y se

extiende hasta varias semanas y meses después del trauma mecanico.

1.3.2.1 Daino primario

Es el dafo inicial derivado de un traumatismo mecanico originado por la ruptura de
las vértebras o dislocacion y compresion de los discos de la columna vertebral.
Este dafno provoca de manera inmediata hemorragia y muerte celular en el sitio

del impacto.

La fase primaria de la LTME implica cuatro tipos morfolégicos, como son el
impacto con compresion persistente, impacto con compresion transitoria, traccién

intermitente y laceracion o transecciéon (Oyinbo, 2011).

El mecanismo de lesidbn mas compresion persistente es caracteristico en las
fracturas con estallamiento de las vértebras y retropulsion de fragmentos de hueso
que comprimen la ME, mientras que la lesiébn con compresidén transitoria se
observa en los pacientes con enfermedad degenerativa de la columna que sufren

un trauma en hiperextensién (Dumont y cols., 2001).

La traccién intermitente consiste en el estiramiento forzado de la ME en el plano
axial y aparece cuando hay desgarre o estiramiento de la ME o de su irrigacién
sanguinea, por fuerzas secundarias a flexion, extension, rotacion o luxacion. Las
alteraciones morfoldgicas causadas por este tipo de dafio por lo general no son
detectables por radiografia (Dumont y cols., 2001).
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La laceracion o transeccién puede deberse a proyectiles de arma de fuego, luxo-
fractura con desplazamiento de fragmentos afilados o heridas con elementos
cortantes. Este tipo de dafno puede tener diversos grados de gravedad que pueden

ir desde una lesidbn menor hasta la seccion completa (Dumont y cols., 2001).

El dafio morfolégico en la médula no solo consiste en la destruccién inmediata de
células residentes, sino que también suele provocar un dafo retardado y la muerte
a las células que sobrevivieron al trauma original (Oyinbo, 2011), causando
alteraciones en la funcionalidad y comunicacion neuronal resultante del dafo

producido durante la fase secundaria de la LTME.

1.3.2.2 Daiho secundario

Posterior al trauma mecénico, da inicio una serie de eventos fisiopatolégicos como
son: alteraciones vasculares, estrés oxidativo, excitotoxicidad, respuesta
inflamatoria y apoptosis que estan involucrados en el desarrollo del dafo
secundario. Estas alteraciones bioquimicas hacen que el dafo se extienda al
tejido adyacente, llevando a la pérdida de la funcidon neuroldgica de forma
irreversible por lo que los esfuerzos terapéuticos para retardar o revertir el
progreso de la lesion se basan en la inhibicibn de los mecanismos celulares
autodestructivos que se dan después del trauma inicial debido, en parte, a la

ruptura de los vasos sanguineos y de la BHE (Patel y cols., 2009).

La BHE se encarga de aislar al SNC de la circulacién sanguinea y evitar que las
células del tejido sanguineo penetren en él, pero la ruptura después de LTME
permite el libre transito de las células del sistema inmune al tejido nervioso. A
partir de este evento, se desarrollan otros procesos bioquimicos que traen como
consecuencia la pérdida de tejido y disminucién de la funcién nerviosa por debajo

del sitio de lesidn.
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Los cambios vasculares también juegan un papel importante en la evolucién del
dano (Casella y cols., 2002; Patel y cols., 2009). En las etapas tempranas ocurre
un proceso isquémico en la microcirculacién sanguinea, generando la pérdida de
la regulacion idnica, lo que lleva al choque medular durante las primeras 24 horas
después del dano (Hulsebosch, 2002), dandose asi una falla generalizada en la

neurotransmisién adyacente.

Los sistemas nervioso, inmunoldgico y vascular estan involucrados en cada fase;
diversos grupos de células como la microglia, neutréfilos, macrofagos, linfocitos,
células endoteliales, asi como de moléculas que incluyen a las prostaglandinas,
los leucotrienos y los tromboxanos, estan presentes en la médula o son
reclutados al lugar de la lesiébn desde el sistema circulatorio (Liverman y cols.,
2005; Oyinbo, 2011). Otros eventos que se presentan como consecuencia del
dano secundario son la hipotensién sistémica, el shock espinal, vasoespasmos,
isquemia, membrana comprometida, alteraciones en la homeostasis i6nica y

acumulacion de neurotransmisores (NINDS, 2005).

1.3.2.2.1 Trastornos vasculares locales

Los pacientes con LTME muestran hemorragias graves que predominan en la
sustancia gris, lo que lleva a la necrosis hemorragica en el sitio de la lesién
(Sekhon y Fehlings, 2001). Las hemorragias pueden promover la isquemia
(Wallace y cols., 1986), implicada en la formacién de un edema local (Tator y
Koyanagi, 1997), o puede producirse una trombosis a través de la agregacién
plaquetaria (Nemecek, 1978; Torre, 1981). La isquemia y la reperfusién inducen
dafo endotelial y estdn mediadas a través de los radicales libres y otros
subproductos téxicos (Cuzzocrea y cols., 2001).

1.3.2.2.2 Incremento del calcio intracelular
Otro evento clave que se observa en lesion secundaria es un excesivo incremento
en las concentraciones de iones calcio (Ca?*) en el interior de la célula. El Ca**

intracelular se incrementa durante la lesibn aguda y continda durante horas y
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hasta semanas después del evento traumatico (Liverman y cols., 2005). La
entrada de Ca®* a favor de su gradiente de concentracion (figura 6) puede resultar
en dano mitocondrial, activacion de enzimas, cambios en la expresion génica y

apoptosis (Simon y cols., 2009).

El incremento en las concentraciones de Ca** intracelular se da por diversas vias.
En los primeros minutos de ocurrida la lesiéon existe un proceso isquémico en el
cual los trastornos vasculares provocan una falla energética en la mitocondria,
provocando una alteracion en la produccidén de adenosin trifosfato (ATP), por lo
que las enzimas dependientes de energia (como la sodio/potasio ATPasa) no
pueden realizar el intercambio de sodio y potasio en contra de su gradiente

electroquimico (Brady y cols., 2012).

Este desequilibrio energético despolariza la membrana celular, abriendo canales
de Ca®* dependientes de voltaje y permitiendo el ingreso de este ion a favor de
gradiente hacia el interior de la célula. Por otro lado, esta sefal activa los
mecanismos que inducen rutas de dafo, como el estrés oxidativo y la respuesta
inflamatoria (descritas mas adelante), durante los cuales se produce diacilglicerol
(DAG) e inositol trifosfato (IP3). este dltimo, al unirse a su receptor en el reticulo
endoplasmico, abre el canal de Ca?* correspondiente para liberar este ion de los

depdsitos intracelulares (Brady y cols., 2012).

1.3.2.2.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo en las etapas tempranas de la LTME genera excesiva
formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrdgeno (ERN) (Azbill y
cols., 1997; Xiong y cols., 2007) que no pueden ser contrarrestadas por las
defensas antioxidantes del organismo. Estas especies causan peroxidacién
lipidica asi como dafo oxidativo de las proteinas y acidos nucleicos (Xu y cols.,
2005) que contribuyen a la lisis celular e inducen danos importantes a nivel de

citoesqueleto y organelos, lo que conduce a la pérdida neuronal (Oyinbo, 2011).
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En la peroxidacion lipidica, los radicales libres extraen un electrén de un acido
graso poliinsaturado, dando como resultado la formacién de un radical peroxilo
que es inestable y que requiere de un electrdn del acido graso contiguo, iniciando
la etapa de propagacién que conduce a desestabilidad de la membrana y por
consecuencia, a la muerte celular. El dafio oxidativo altera la funcién mitocondrial
(Sullivan y cols., 2007) y contribuye al incremento de Ca?* intracelular que activa
proteasas asociadas a la disfuncién de la estructura de las proteinas del

citoesqueleto (Xiong y cols., 2007).

1.3.2.2.4 Excitotoxicidad por glutamato

El glutamato, principal neurotransmisor excitador del SNC, se libera en grandes
concentraciones después de una LTME, distribuyéndose en el espacio extracelular
alrededor del sitio de la lesion (McAdoo y cols., 1999) y aumentando los niveles de
este en los espacios sinapticos que se encuentran en el sitio del dano. Dicho
neurotransmisor se une a sus multiples receptores, entre ellos los asociados a
canales iénicos, activandolos y permitiendo la entrada de Ca?* y Na* al citosol
(figura 6), (Tintiger y cols., 2008).

Las neuronas y oligodendrocitos son vulnerables a la excitotoxicidad que produce
el glutamato porque expresan una mayor cantidad de receptores para este
neurotransmisor, o que resulta en la desmielinizacién de los axones y la pérdida
de neuronas alrededor del sitio de la lesidn, lo que lleva a una reduccion o cese de
la transmision axonal, contribuyendo con ello al déficit motor y sensitivo (Oyinbo,
2011).
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Figura 6. Mecanismos que contribuyen al dafio neuronal. Durante el proceso de isquemia/reperfusién después
de LTME se desencadena la respuesta inflamatoria y la excitotoxicidad por glutamato. DAG: diacilgricerol,
G:Proteina G, GIuR: receptor de glutamato tipo acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico
(AMPA)/Kainato, H2O,: Per6xido de hidrégeno, IPs: Inositol 1,4,5-trifosfato, mGluR: receptor metabotrépico de
glutamato, NMDA-R: receptor N-metil-D-aspartato, NO: oxido nitrico, Oo.: radical superoxido, PIP2:
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, PKC: proteina cinasa C, PL: fosfolipidos, PLAz: fosfolipasa Az, PLC: fosfolipasa
C, VSCC: canal Ca** dependiente de voltaje. (Modificado de Brady y cols., 2011).

1.3.2.2.5 Respuesta inflamatoria

La respuesta inflamatoria inicia en las primeras horas después del dafio y persiste
durante varias semanas después del trauma (Fehlings y Nguyen, 2010). Esta
respuesta involucra la secrecion de mediadores inflamatorios y moléculas con
actividad quimioatrayente que recluta cuatro principales tipos de células del
sistema inmune que son: los neutréfilos, los monocitos, la microglia y los linfocitos
T (Schnell y cols., 1999; Bareyre y Schwab, 2003). Como se vera mas adelante,
esta respuesta juega un papel importante en el desarrollo de la lesién secundaria.
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1.3.2.2.6 Muerte celular por apoptosis

Es un proceso de muerte celular programada regulado por estimulos inductores de
las células, que surgen desde el medio que las rodea. La apoptosis se caracteriza
por la condensacion del citoplasma y el nucleo y por el rompimiento del ADN,
formando cuerpos apoptéticos (Gluckman, 1992). A continuacion se inicia una
cascada de sefalizacion intracelular, que activa las caspasas, cuyo blanco son las
proteinas nucleares del citoesqueleto y que producen fragmentacion celular. Esta
cascada apoptotica en una LTME se activa en las neuronas, oligodendrocitos,
microglia y astrocitos (Liu y cols., 1997; Beattie y cols., 2000). La lesién
secundaria continua por procesos de apoptosis en la substancia blanca rostral y
caudal durante varias semanas después de la LTME (Casha y cols., 2001;

Grossman y cols., 2001).

1.3.2.2.7 Desmielinizaciéon de los axones sobrevivientes

Este evento se desarrolla como consecuencia de la excitotoxicidad inducida por el
glutamato y es exacerbado por la apoptosis, el ataque de radicales libres y los
procesos mediados por citocinas pro-inflamatorias. La desmielinizacién se genera
principalmente por la pérdida de oligodendrocitos, que se dafnan en el epicentro de
la lesién pocas horas después del trauma inicial. Con la pérdida de la mielina, los
axones estan directamente expuestos a los efectos nocivos de los radicales libres
y de las citocinas inflamatorias, lo cual conduce a la pérdida neuronal a través de
necrosis y/o apoptosis. La desmielinizacién da lugar al bloqueo de la conduccién
de los impulsos nerviosos y con ello a la disfuncion nerviosa con importantes
repercusiones sobre las funciones motoras, sensitivas y autondmicas (Oyinbo,
2011).

1.3.3 Respuesta inflamatoria en LTME

Existen dos etapas dentro de la respuesta inflamatoria: la inflamacién aguda que
se define como la respuesta inmediata producida al inicio de una lesién cuando la
BHE se ve comprometida, y los componentes sanguineos periféricos tienen libre
acceso al SNC (Taupin, 2008).
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Esta etapa es de corta duracién e involucra el reclutamiento de neutréfilos y
macréfagos hacia el sitio de lesién, asi como la produccién de citocinas pro-
inflamatorias y quimioatrayentes de las CE del tejido dafado (Carlson y cols.,
1998). Generalmente esta respuesta, es benéfica al neutralizar las amenazas
potenciales para el SN, al disminuir el dafo celular (Skaper, 2007).

No obstante lo anterior, una respuesta neuroinflamatoria cronica puede ser
perjudicial y conducir a dano neuronal y neurodegeneracion a través de la
acumulacion sostenida de mediadores pro-inflamatorios neurotoxicos (Wyss-
Corray y Mucke, 2002; Biron, 2010), lo cual provoca la muerte de las células en el
SN, de modo que el crecimiento axonal se ve disminuido. Por ello, se requiere un
manejo terapéutico dirigido para obtener un beneficio que contrarreste estos
efectos (Rossignol y cols., 2007).

Paralelamente, el evento traumatico que afecta la vasculatura y la irrigacion
sanguinea normal dentro de la ME, desencadena procesos de
isquemia/reperfusion (Brady y cols., 2012), asi como una reduccién del suministro
de oxigeno (hipoxia) que contribuye al dafio neuronal, debido a que la activaciéon
de la bomba de iones y la mayor liberacién de glutamato inciden negativamente
sobre la integridad celular y aumentan la demanda metabdlica celular en el tejido
dafado (Heiss, 2010).

El proceso isquémico provoca falla energética en la mitocondria y altera la
producciéon de ATP (moneda energética celular generada de la fosforilacion
oxidativa en la cadena transportadora de electrones al interior de la mitocondria),
por lo que las enzimas dependientes de energia (como la sodio/potasio ATPasa)
no pueden realizar el intercambio de Na* y K" en contra de su gradiente
electroquimico (Brady y cols., 2012). Este desequilibrio energético despolariza la
membrana celular, abre canales de Ca** dependientes de voltaje y permite el
ingreso de este ion a favor de gradiente hacia el interior de la célula.
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Cabe resaltar que la mitocondria no sélo genera energia celular y participa
activamente en la sefializacién del Ca®, sino que también regula la apoptosis
(DiMauro y Schon, 2003). Aunado a lo anterior, la reduccion del oxigeno molecular
en la cadena transportadora de electrones puede resultar en la generacion de
ERO. Normalmente las células estan dotadas de mecanismos que compensan la
produccién de ERO. Sin embargo, cuando estos mecanismos antioxidantes son
rebasados, la acumulacion excesiva de estos agentes oxidantes induce estrés
oxidativo que inicia la sefalizacién de las rutas de inflamacién (Patten y cols.,
2010). La generacion de ERO durante el proceso isquémico puede provenir del
transporte de electrones mitocondrial y del &cido araquiddnico (AA); asi, la
produccién mitocondrial de estos agentes provoca un incremento y alteraciones en
la actividad de la cadena transportadora de electrones. El pico maximo de
secrecion puede incrementarse debido a la elevada concentracién de Ca?*
intracelular y a la exposicion a moléculas que causan alteraciones en la membrana

mitocondrial asi como inhibicién de la respiracion celular.

El mecanismo inflamatorio se inicia cuando el glutamato se une al receptor
metabotropico de glutamato (mGIuR) acoplado a proteina G y activa la fosfolipasa
C (PLC) e hidroliza fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en diacilgricerol (DAG) e
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y liberando el Ca®* localizado en las vesiculas de
almacenamiento del reticulo endoplasmico. A su vez, el Ca®* citosélico activa a
fosfolipasa A, (PLAy), enzima que cataliza la obtencidon de AA a partir de las
moléculas fosfolipidicas provenientes de la membrana celular y que es movilizada
a través de la ruta oxidativa de la 5-lipo-oxigenasa (Tintiger y cols., 2008) para ser
convertido por las enzimas lipo-oxigenasa (LOX) y ciclo-oxigenasa (COX) en
leucotrienos (LT), prostaglandinas y tromboxanos, que poseen caracteristicas
inflamatorias como el LTBs y el LTC4, los cuales inducen la quimiotaxis de
leucocitos hacia las células endoteliales que han sido dafiadas (Xu y cols., 1990;
Hall y cols., 2012). En particular, el LTB4 es un lipido endégeno con una gran
actividad quimioatrayente que potencia la migracién de los neutréfilos hacia el sitio
de la lesién (Chen y cols., 2006).
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1.3.4 Neutrofilos

Los neutrofilos son los leucocitos polimorfonucleares mas abundantes en el
organismo y juegan un papel importante en la respuesta inmune innata. Estas
células son activadas y reclutadas desde el sistema circulatorio hacia sitios
dafados mediante estimulos inflamatorios generados por patdégenos microbianos
o por interaccién de estas con patrones de reconocimiento de moléculas presentes
en células vecinas, como las CE (Tintiger y cols., 2008), que expresan moléculas
de adhesion en sus membranas para guiar a los neutrofilos al sitio de lesidén

(Liverman y cols., 2005).

Después de LTME, los neutréfilos son las primeras células en ser reclutadas al
sitio danado donde liberan citocinas proinflamatorias, quimiocinas y enzimas
proteoliticas, asi como ERO. Estas sustancias citotoxicas estimulan la respuesta
inflamatoria que conduce a la degradacién de mielina asi como a la necrosis y a la
apoptosis, lo que contribuye a incrementar el tamano de la lesién y el subsecuente

deterioro de la funcion neuronal (Kubota y cols., 2012).
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Figura 7. La activacion de los neutréfilos por quimioatrayentes como péptidos formilados, leucotrieno B4
(LTB4), factor de activador de plaquetas e interleucina 8 (IL-8) incrementa las concentraciones de Ca®* en el
citosol con la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la liberacién de proteasas,
metaloproteinasas (MMP’s) y mediadores lipidicos. El dafio tisular esta asociado a la expresion de estos

agentes citotoxicos (Modificado de Tintiger y cols., 2008).
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La activacién de los neutrofilos resulta en dos tipos de metabolismo oxidativo,
como la secrecion extracelular de O% y la produccion intracelular de radicales
libres (Suda y cols., 2005). La migracién de neutréfilos hacia los sitios de
inflamacion es un paso crucial en la defensa, ya que el dafo tisular inflamatorio
esta asociado con la acumulacién de estas células (Leite y cols., 2009).

1.3.5 Macrofagos

Otras células inflamatorias que actuan después de la LTME y provocan dafo al
tejido circundante al epicentro de la lesion son los macréfagos -que derivan de los
monocitos de la médula ésea- y la microglia residente activada (Fleming y cols.,
2006). Los monocitos/macréfagos se infiltran 24 horas después de la LTME
(Carlson y cols., 1998), el pico maximo de reclutamiento se alcanza de 4 a 7 dias
(Beck y cols., 2010; Lee y cols., 2011) y permanecen en el tejido durante semanas
y hasta meses (Popovich y cols., 1997; Carlson y cols., 1998). La microglia
residente se activa en minutos y hasta horas después de la LTME y ejerce su
actividad fagocitica (Popovich y cols., 2003). Los macréfagos que invaden
rapidamente la zona de la lesidbn para fagocitar los restos de tejido han sido
relacionados con una mayor destruccion del tejido neural (Blight, 1985).

La secrecion de citocinas, radicales libres, eicosanoides y proteasas por
neutrofilos y macréfagos activados pueden causar toxicidad neuronal (Bao y Liu,
2002; Donelly y Popovich, 2008). En un modelo de dano medular por compresién,
se ha demostrado que la presencia de neutréfilos y macréfagos esta relacionada
con una deficiencia en los procesos de crecimiento axonal debido a los efectos
perjudiciales de los agentes secretados sobre el tejido (Lacroix y cols., 2002). En
roedores, los macréfagos contribuyen al aumento del dafo por la secrecién de
citocinas pro-inflamatorias, ERO, éxido nitrico (ON) y proteasas (Popovich y cols.,
2002). Sin embargo, estas células también participan en la remocion de restos de
tejido dafado y en la secrecion de citocinas protectoras que promueven la
recuperacion neuronal, la cicatrizacién y la reparacién tisular (Rabchevsky y Streit,
1998; Schwartz, 2003; Fleming y cols., 2006).
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1.3.6 Mieloperoxidasa

La mieloperoxidasa (MPO) es una glicoproteina tetramérica constituida por 4
subunidades formando 2 homodimeros. Cada uno de ellos contiene una
subunidad a (pesada) de 59 kDa y una subunidad B (ligera) de 14 kDa,
aproximadamente. Esta enzima se encuentra en los neutréfilos y en menor grado
en monocitos/macréfagos (Dale y cols., 2008; Klebanoff, 2005; Kubota y cols.,
2012).
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Figura 8. Biosintesis de MPO madura tiene lugar mediante una serie de modificaciones post-traduccionales

llevadas a cabo en el reticulo endoplasmico y el compartimento lisosomal de los neutrdfilos.

El peso molecular de la enzima se estima entre 130 y 150 kDa. Las subunidades
pesadas se unen a través de un enlace disulfuro simple y a cada una de ellas se le

une covalentemente un grupo prostético hemo (Sibbett y Hurst, 1984).

La biosintesis de la MPO (figura 5) implica la formacion de una proenzima a partir
de una pre-proenzima (80 kDa) que sufre una ruptura del péptido sefal y
glicosilacion en 5 sitios (residuos Asparagina), resultando en una especie de 92
kDa, que es rapidamente fragmentada para generar una proteina de 89 kDa. Esta
especie estable es localizada en el reticulo endoplasmico. Posteriormente se
inserta el grupo hemo en la apopro-MPO, volviéndose pro-MPO, la cual es
fosforilada y finalmente es procesado proteoliticamente a MPO madura en un

compartimiento prelisosomal.
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Sin embargo, la enzima activa se obtiene a partir de la maduracion de la
proenzima que tiene lugar en los lisosomas del neutréfilo (Furtmer y cols., 1998).
El mecanismo de reaccion de la MPO (figura 6) se lleva a cabo mediante la
intervencidon de diferentes intermediarios denominados: compuesto |, compuesto
Il, compuesto Il y MPO nativa o férrica, con alta similitud en su actividad catalitica,
asi como en sus propiedades 6pticas (Svensson y cols., 1987; Fukunaga y cols.,
2007).

La MPO reacciona con el peréxido de hidrogeno (H2O) proveniente de las células
fagocitarias activadas por contacto con particulas extrafias y forma un complejo
enzima-sustrato con una fuerte capacidad oxidativa (reaccién 1). Este complejo se
combina con el haluro, generalmente cloruro, que se oxida para formar acido
hipocloroso (HOCI), (reaccion 2). El compuesto | puede ser reducido a compuesto
Il por un exceso de H.O» en presencia de un agente reductor (AH»), como cisteina,
glutation y cisteamina (reaccion 3), (Valencia, 2007).

El compuesto Il, a pesar de su estabilidad, puede reducirse a MPO férrica en
presencia de un agente reductor o del radical superéxido (O%), (reaccién 4) o
también puede oxidarse a compuesto Ill en concentraciones elevadas de HyO;
reaccion 5). Por otra parte la MPO nativa puede ser oxidada por el O, a
oximieloperoxidasa (compuesto lll), (reaccién 6). Ademas puede funcionar como
genuina oxidasa, de tal forma que va a depender del oxigeno y no del HxO, como
co-sustrato para la oxidaciéon de compuestos (Svensson, 1988).

El sistema completo denominado consiste en la enzima MPO- H,O, y cofactores
oxidables. La MPO hospeda al hierro en su forma férrica (MPO-Fe(lll)) el cual se
oxida en presencia de H.O,, principal sustrato de las peroxidasas. Tras la
oxidacion por HxO,, la MPO es transformada en un intermediario redox de vida
corta determinado compuesto |, el cual contiene al radical catiénico ferrilo m (MPO-
Fe(IV)=0-+1) (Everse, 1998; Kettle y cols., 1997; Laus y Baldus, 2006).
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Figura 9. Mecanismo de accién de la MPO y sus intermediarios. AHz: agente reductor, HOCI: acido
hipocloroso, HzO2: perdxido de hidrégeno, MP: mieloperoxidasa, O radical superoxido.

El compuesto | oxida rapidamente una variedad de sustratos como haluros (CI,
Br, I") o pseudohaluros (SCN"). Dada la abundancia de cloruros en los fluidos
fisioldgicos como el plasma, se asume que los cloruros representan el mayor
sustrato fisiolégico de la MPO (Fliss, 1988; Laus y Baldus, 2006).

ElI HCIO es un potente oxidante que es producido por esta enzima, cuyo precursor
es el HxO, (Tintiger y cols., 2008). EI HCIO causa un incremento en la
concentracion de calcio (Ca") intracelular por activacién de canales de Ca®* asi
como la inhibicion de Ca®" ATPasa y reduce los niveles de antioxidantes
enddgenos, como el glutation (Kubota y cols., 2012). El incremento de la actividad
de la MPO se ha reportado en varios procesos patoldgicos y esta asociada con un
aumento del riesgo al estrés oxidativo, como en el caso de las enfermedades
infecciosas (generales o locales), las enfermedades inflamatorias (artritis
reumatoide) y la isquemia/reperfusion donde se ha reportado un aumento
significativo de la actividad de MPO, en relacion directa al nimero de neutrofilos
infiltrados en el tejido, por lo que se puede utilizar su actividad como biomarcador

de migracidén leucocitaria y por lo tanto de estrés oxidativo (Komatsu y cols., 1992).
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En el caso de la LTME, la MPO producida y secretada por los neutréfilos infiltrados
es de vital importancia en la extension del dafo producido en la ME (Diaz-Ruiz y
cols., 2011).

1.4 Tratamiento terapéutico de la LTME
El conocimiento de los procesos fisiopatolégicos que se observan después de la
LTME ha permitido el desarrollo de terapias neuroprotectoras que los inhiban o los
regulen, con una ventana terapéutica que permita su aplicacion en la practica
clinica. Estos tratamientos van dirigidos a inhibir los mecanismos de dafo que
tienen lugar en las primeras horas, los cuales se conocen como blancos
terapéuticos y tienen la finalidad de:
a) Evitar que el dafo inicial que se genera en el sitio de la lesién avance hacia
el tejido adyacente sano.
b) Inhibir o bloquear los mecanismos autodestructivos que estan implicados en
el dafno secundario.
c) Reparar las vias de comunicacién entre las neuronas.
d) Rehabilitar fisicamente, a fin de desarrollar tono muscular y fuerza, sobre
todo en los casos con prondsticos favorables de recuperacion.

Debido a la complejidad del dafio secundario, es dificil que una terapia Unica
inhiba los eventos bioquimicos que tienen lugar una vez que se ha presentado el
trauma inicial. Se han desarrollado estrategias celulares y moleculares que
promueven la regeneracion tisular o preservan la integridad del tejido adyacente al
sitio del trauma inicial. Uno de los blancos terapéuticos neuroprotectores
propuestos es la regulacion de las vias de sefalizacién que inician la respuesta
inflamatoria durante la etapa aguda de la lesion que, aunada a terapias de
rehabilitacion fisica, han logrado mejorar el prondstico de recuperacion de los

pacientes.

Existen farmacos que han demostrado atenuar los procesos inflamatorios que

median el dafio secundario, como la metilprednisolona que se ha administrado en
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pacientes desde 1990 (Hall y cols., 2006). Se ha descrito que actia como
atrapador de radicales libres producidos durante la lipoperoxidacion como los
peréxidos de lipidos, por lo que resulta ser un inhibidor del dafo causado a las
membranas (Hall, 1992; Koc y cols., 1999), también se sabe que es un inhibidor
de la PLAy, por lo que reduce la respuesta inflamatoria.

Sin embargo, estos efectos neuroprotectores solo se han logrado obtener cuando
el farmaco es administrado en megadosis (30 mg/kg en un bolo inicial seguido de
una infusién continua de 5.4 mg/kg/hora por 23 horas). Por lo anterior, se han
presentado efectos adversos que pone en riesgo la vida de los pacientes, por lo
que se ha cuestionado su uso ya que se ha observado que son mayores los
riesgos que el beneficio (Matsumoto y cols., 2001; Ito y cols., 2009; Hall y cols.,
2012).

Otro farmaco empleado es la minociclina, que ha sido evaluado en roedores bajo
un esquema de administraciones repetidas. Los resultados han demostrado que la
minociclina favorece la recuperacion funcional de los animales y aumenta la
cantidad del tejido preservado por la inhibicién de la apoptosis en modelos de
LTME y enfermedad de Huntington (Festoff y cols., 2006).

Otras estrategias que se han utilizado en el tratamiento de la LTME son los
inhibidores de la elastasa de los neutréfilos, inhibidores de la proteasa secretora
de los leucocitos, asi como agentes inmuno-moduladores (Nguyen y cols., 2012).
Finalmente, se han probado farmacos que son inhibidores selectivos de la
fosfodiesterasa- 4 como rolipram, roflumilast, piclamilast y pentoxifilina los cuales
han demostrado tener efectos similares o superiores a los observados con el uso
de metilprednisolona ya que han demostrado su capacidad para disminuir la
respuesta inflamatoria en modelos de inflamacion en intestino, dermatitis atopica,
LTME, shock séptico, isquemia cerebral e inflamacién pulmonar inducida por

hiperoxia (Dinarello, 2010).
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Con base en esta informacion y que a la fecha no se cuenta con un tratamiento
neuroprotector eficaz que revierta los mecanismos de dafo responsables del
déficit neuroldgico, es necesario desarrollar nuevas estrategias neuroprotectoras.
Tomando en cuenta este planteamiento, la dapsona puede ser un farmaco

neuroprotector para el tratamiento de la LTME.

1.4.1 Dapsona

Es la molécula mas sencilla perteneciente al grupo de las sulfonas, cuya
estructura en comun es la union del grupo sulfuro a dos atomos de carbono (Zhu'y
Stiller, 2001).

O O
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HoN NH,

Figura 10. Estructura molecular de la dapsona (4,4-diaminodifenilsulfona).

La dapsona (DDS o 4,4-diaminodifenilsulfona) ha sido uno de los farmacos de
régimen multiple recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud para el
tratamiento de la lepra desde 1940 (Doull, 1963; Wozel, 1989; Wolf y cols., 2000).

Es absorbido rapidamente del tracto gastrointestinal, la concentracién plasmatica
maxima es alcanzada de 2 a 8 horas después de la administracién y el tiempo de
vida media de eliminacion es de 20 a 30 horas (Zuidema y cols., 1986; Wolf y
cols., 2000). La dapsona se une intensamente a proteinas (70%) y es
metabolizado por la familia de isoenzimas 3A del citocromo P-450 a hidroxilaminas
(Watkins, 1994; Helton y cols., 2000). Se ha reportado que estos metabolitos
causan hemolisis asi como metahemoglobinemia, la cual se ha observado en
todos los pacientes tratados con Dapsona por via oral (Coleman, 1997; Chang y
cols., 1996; Helton y cols., 2000).
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En un reporte de caso publicado por Burke y colaboradores (2013) una paciente
tratada con 200 mg diarios de dapsona durante 2 semanas fue tratada con este
evento adverso. Después de la suspension del tratamiento con dapsona y de un
tratamiento de recuperacion con azul de metileno, la paciente atendida recuperé
en un 96% su saturacion de oxigeno en dos dias. El prolongado tratamiento con
dapsona en enfermedades como la lepra, es causa manifiesta de
metahemoglobinemia. Sin embargo, Fernandes-Vieira y colaboradores (2010)
describieron que la dapsona no causa este evento de manera significativa, ya que
incluso, pacientes sin exposicidon a este farmaco la mostraron. Por ello, la dapsona
puede considerarse un farmaco seguro, con efectos terapéuticos favorecedores y
con efectos secundarios reversibles. Algunas estrategias para aumentar la
tolerancia hacia la dapsona incluyen la administracion de antioxidantes, tal como
la vitamina C y E, asi como inhibidores del metabolismo del citocromo P-450,
como la cimetidina (Helton y cols., 2000).

Este farmaco ha sido utilizado como agente antibacterial y anti-inflamatorio, ya que
ha tenido éxito en el tratamiento de desdrdenes dérmicos, los cuales se
caracterizan por acumulacién de neutréfilos y eosindfilos; cruza la BHE vy la
barrera placentaria, y se excreta en la leche materna (Zhu y Stiller, 2001). Se ha
mostrado que inhibe la migracion de neutréfilos y la quimiotaxis mediante la
interferencia de la activacion y la funcidén de las proteinas G que inician la cascada
de segundos mensajeros para el estimulo quimiotactico; esta inhibicién suprime a
su vez el reclutamiento de neutréfilos, la producciéon de ERO y de substancias

téxicas (Debol y cols., 1997).

Aunado a lo anterior, se ha comprobado que la dapsona administrada en dosis
terapéuticas, tiene la capacidad de inhibir a la MPO, ya que se une de manera
irreversible a esta, modificando la estructura quimica del sitio activo (Bozeman y
cols., 1992). La dapsona inhibe también la union del LTB4 a su receptor en los
neutrofilos y produce una inhibicion de la respuesta quimiotactica para este agente
(Maloff y cols., 1988), ademas inhibe la sintesis de los productos de la 5-
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lipooxigenasa en los leucocitos polimorfonucleares. A través de estos
mecanismos, se reduce la produccion de prostaglandinas y leucotrienos por lo que
su efecto inflamatorio es bloqueado (Zhu y cols., 2001).

En estudios previos se demostrdé que la dapsona tiene efecto neuroprotector al
contrarrestar los efectos de agonistas de los receptores para glutamato
(Santamaria y cols., 1997), neurotransmisor implicado en el dafo secundario
generado después de una LTME (Diaz-Ruiz y cols., 2007). Otro estudio ha
reportado el efecto neuroprotector de este farmaco en un modelo de isquemia
cerebral en rata, donde el grupo control tuvo déficit neurolégico permanente
después de la oclusion de la arteria cerebral media, mientras que los grupos
tratados con dapsona (9.75 o 12.5 mg/kg) mejoraron de manera significativa y
presentaron una reduccion del volumen de infarto hasta en un 93% con respecto
al grupo control (Rios y cols., 2004).

Diaz-Ruiz y colaboradores (2007) reportaron el efecto antioxidante, anti-
inflamatorio y anti-apoptético de la dapsona en un modelo de isquemia/
reperfusién (I/R) en rata (12.5 mg/kg administrada 30 min antes o después del
evento). Se observd que el valor de los productos de la lipoperoxidacién lipidica
en el cuerpo estriado se redujo casi a niveles basales en las ratas tratadas con
dapsona antes y después del proceso de isquemia/reperfusidbn comparado con
aquellos que no recibieron el tratamiento con el farmaco. En otro estudio también
fue reducida la actividad de MPOQO, indicador indirecto de la infiltracion leucocitaria y
del proceso inflamatorio en la etapa aguda de la LTME. La cantidad de
nitrotirosina (producida por accion de los peroxinitritos sobre los residuos de
tirosina de las proteinas) se redujo de manera significativa en los grupos tratados
con dapsona antes o después de I/R asi como la intensidad media de
fluorescencia para apoptosis y la actividad de las caspasas 3 y 9, mientras que en
el grupo control hubo un incremento significativo de estos marcadores con

respecto al grupo sham.
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Recientemente se demostré que el tratamiento con dapsona en dosis repetidas de
12.5 mg/kg durante 3 dias aumenta la cantidad de tejido preservado en el
epicentro de la lesion, sobre todo &reas circundantes de la sustancia blanca,
indicador de la conservacion de conexiones neuronales y que promueve la
recuperacion funcional en animales con LTME por contusion hasta en un 51% con
respecto a los animales sin tratamiento con el farmaco, asi como la reduccién
significativa de los productos de la lipoperoxidacion y de la actividad enzimatica de
la MPO hasta en un 38% y 19% cuando se administré 3 o 5 horas después de la

LTME, respectivamente (Diaz-Ruiz y cols., 2011).

Aun y cuando los efectos benéficos y neuroprotectores de la dapsona han sido
demostrados en estudios previos, es necesario caracterizar los mecanismos
antiinflamatorios mediante los cuales ejerce dicho efecto. Uno de los procesos
clave durante la respuesta inflamatoria después de la LTME, es el reclutamiento
de células inmunes hacia el sitio de la lesion, por lo cual es importante la

caracterizacion de las mismas durante la evolucion del padecimiento.

Debido a que la citometria de flujo es un método confiable para la cuantificacion
de células y agentes bioquimicos que se encuentran presentes en diversas
enfermedades y util en la caracterizacion de las especies celulares involucradas
en diversos padecimientos, este método fue utilizado en este estudio para
demostrar si la dapsona regula la llegada de células inflamatorias al sitio del dafio

durante la etapa aguda de la LTME.

1.5 Citometria de flujo

Es una técnica de analisis multiparamétrico para cuantificaciones celulares
asociadas a determinada emisién de fluorescencia, que puede ser de origen
natural o espontdnea debido a la naturaleza quimica intrinseca, o puede ser
debida a la asociacién con un fluorocromo y que puede complementarse con la

caracterizacion de anticuerpos especificos (Beck y cols., 2010).
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Durante el analisis, las células deben estar en suspensién para ser arrastradas
una a una en fila (500-4000 células/ seg) dentro de un flujo laminar que sera
adquirido a través del citdmetro (Beckton Dickinson Immunocytometry Systems;
1995; Salgado-Lynn, 2002). El Fluorescence Activated Cell Sorting o separacién
de células activadas por fluorescencia (FACS) separa subpoblaciones celulares
seleccionadas. La cuantificacién de la fluorescencia de cada célula analizada se
representa mediante histogramas, graficos de distribucién o graficos dot-plot
(Salgado-Lynn, 2002).

En esta técnica se miden tres parametros de dispersién:

e La luz dispersada en angulo, que coincide con la direccion de la luz
incidente, llamada Side Scatter (SSC), que es una medida proporcional al
tamano de la célula que produce la dispersion.

e La luz dispersada en angulo recto llamada Forward Scatter (FSC) y es
proporcional a la complejidad de la estructura interna de la particula.

e Laintensidad relativa de emision de fluorescencia (FL1, FL2, FL3, etc.).

2 SSC
Flujolaminar\ /Tamaﬁo

Laser
incidente

A

.-.ﬂ..... — FSC

oo ® Complejidad

W\

Emision de
fluorescencia

Figura 11. Representacion esquematica de los parametros medidos en un citometro de flujo.
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La citometria de flujo ha sido utilizada para la cuantificacion de células inmunes de
la sangre, bazo o timo pero en estudios recientes se han logrado cuantificar estas
células infiltradas en la ME lesionada de ratas y ratones, lo cual la ha convertido
en un meétodo alternativo para el estudio en modelos de LTME (Gonzalez y cols.,
2003; Tjoa y cols., 2003; Stirling y Yong, 2008; Beck y cols., 2010), por lo cual en
varios estudios se ha reportado el uso de esta técnica para evaluar poblaciones

infiltradas de leucocitos después de una LTME.
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2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La LTME representa un problema de salud publica por las consecuencias
incapacitantes que genera sobre la funcion neurologica, ademas de ser un
padecimiento que se presenta con mayor incidencia en la poblacién
econémicamente activa y que deteriora la calidad de vida de manera radical.
Hasta la fecha no hay una terapia efectiva que revierta el dafio neurolégico

provocado después de la lesion.

Sin embargo, se han establecido los mecanismos que participan en la muerte
celular, como la respuesta inflamatoria exacerbada, por lo que una terapia que

regule este evento podria ser una alternativa efectiva de tratamiento.

Debido a que la dapsona ha mostrado tener efecto regulador sobre la respuesta
inflamatoria inhibiendo la quimiotaxis de neutréfilos y la actividad de la MPO en
diversos padecimientos, en el presente estudio se evaludé el efecto anti-
inflamatorio de la dapsona en un modelo de LTME por contusion en ratas.

2.2 HIPOTESIS

Si la dapsona puede modular en forma benéfica la respuesta inflamatoria durante
la etapa aguda de la LTME, entonces disminuira la cantidad de neutréfilos y
macro6fagos, asi como la actividad de MPO en el tejido nervioso lesionado de rata.

2.3 OBJETIVO

Evaluar el efecto antinflamatorio de la dapsona en un modelo de LTME por
contusion en ratas, cuantificando neutréfilos, macréfagos y MPO en el tejido
medular.
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2.3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Estandarizar el método de citometria de flujo para determinar la cantidad de
neutroéfilos, macréfagos y de la enzima MPO presentes en el sitio de la
lesién en ratas con LTME por contusién.

Determinar la cantidad de neutréfilos, macréfagos y MPO presentes en el
tejido nervioso de la ME de ratas con LTME por contusion.

Identificar por métodos inmunohistoquimicos los neutréfilos y macréfagos
presentes en el tejido nerviosos de la ME asi como la cantidad de MPO en
ratas con lesion.

Identificar los cambios en la citoarquitectura de la ME dafiada por métodos
histolégicos en ratas con LTME por contusién.

Identificar la dosis terapéutica de dapsona mediante pruebas de curvas
dosis respuesta.

|dentificar el mejor tiempo de administracion de la dapsona (3 6 5 hrs.
después de la LTME por contusién).
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Materiales y métodos
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3.1 Disefho experimental
3.1.1 Citometria de flujo y Actividad enzimatica de MPO*.

Los animales fueron asignados de manera aleatoria a los siguientes grupos:

e Grupo 1: Animales con laminectomia y administracién de vehiculo.

e Grupo 2: Ratas con LTME y administracion de vehiculo (sin tratamiento).

e Grupo 3: Ratas con LTME y administracién de dapsona en una dosis de
12.5 mg/kg 3 horas posteriores a la lesion.

e Grupo 4: Ratas con LTME y administracion de dapsona en una dosis de 25
mg/kg 3 horas posteriores a la lesién.

e Grupo 5: Ratas con LTME y administracién de dapsona en una dosis de
37.5 mg/kg 3 horas posteriores a la lesion.

e Grupo 6: Ratas con LTME y administracion de dapsona en una dosis de
12.5 mg/kg 5 horas posteriores a la lesion.

e Grupo 7: Ratas con LTME y administracion de dapsona en una dosis de 25
mg/kg 5 horas posteriores a la lesién.

e Grupo 8: Ratas con LTME y administracion de dapsona en una dosis de
37.5 mg/kg 5 horas posteriores a la lesion.

Para el ensayo de la actividad de la MPO solo se evaluaron las dosis de 25y 37.5
mg/kg de dapsona en ambos tiempos de administracion, ya que el tratamiento con
la dosis de 12.5 mg/kg no mostré diferencias significativas.

Para las técnicas histoldgicas e inmunohistoquimicas solo fueron considerados los

grupos 1,2, 3, 5y 7 debido a la falta de diferencias significativas entre los tiempos

de administraciéon del farmaco.
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| Ratas Wistar Hembras

LTME + DDS
Dosis Unica

37.5
mg/kg
5hrs

Figura 12. Disefio experimental del estudio (n=5-12 animales).
* En esta técnica solo se evaluaron los grupos a los que se les administré 25 y 37.5 mg/kg de dapsona.
** S6lo se evaluaron los tiempos de administracion de 3 horas después de LTME para las tres dosis.

3.2 Procedimiento quirurgico y modelo de LTME

Se utilizaron ratas Wistar hembras de 200 a 250 gr de peso. Los animales fueron
anestesiados con 29 mg/kg de pentobarbital sédico en solucién salina isotdnica
como vehiculo. Se les practico una laminectomia a todos los animales para
exponer la ME a nivel de la novena vértebra toracica (T9). El dafo realizado para
el modelo de LTME fue por contusién mediante el dispositivo NYU Impactor,
(Basso y cols., 1996), el cual permite mayor reproducibilidad, menor dafio a la
vértebra y a las meninges de la ME. Este dispositivo fue configurado para que un
cilindro de 10 g de peso impactara en caida libre a una altura de 25 mm
directamente en el tejido de la ME, provocando una lesion de intensidad
moderada.
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Gilindro

Médula
espinal

Figura 13. Modelo de LTME por contusion mediante el uso del equipo NYU Impactor. a) Vista lateral donde la
rata es sujetada de las apdfisis espinosas dorsales a los costados de la porcién de la médula espinal expuesta
después de la laminectomia. La escala superior determina en milimetros (mm) la altura desde la cual se deja
caer el cilindro al retirar el sujetador. b) Vista en la que se observa la médula espinal expuesta y el tejido

lesionado por el cilindro metalico.

Posteriormente los animales fueron mantenidos en cajas de acrilico con libre
acceso a agua y alimento y bajo fuente de calor hasta su recuperacion post-
operatoria. Durante el desarrollo del proyecto, los animales fueron tratados de
acuerdo a lo establecido en el Comité de Etica del Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” y a los lineamientos de la U.S. National
Institutes of Health para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

3.3 Preparacion del farmaco

Se realiz6 una suspension de 4,4-diaminodifenilsulfona (DDS, dapsona; Sigma
Aldrich) por sonicacion (Branson, modelo 2210) en una solucion de polietilenglicol
(PEG), (Sigma Aldrich) al 3% en solucidén salina isotonica, la cual fue utilizada
como vehiculo para la administracion del farmaco. A los animales que no tuvieron

tratamiento farmacologico solo les fue administrado el vehiculo.
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3.4 Citometria de flujo

Se sacrificaron a los animales por decapitacion 24 horas después de la LTME para
obtener las muestras, de acuerdo con el tiempo reportado como la maxima
infiltracion de neutrdéfilos (Carlson y cols., 1998; Feng Bao y cols., 2009), asi como
el de mayor actividad de la enzima MPO (Carlson y cols., 1998).

Se realiz6 una laminectomia extensa para obtener el epicentro de la lesién,
caracterizada por un hematoma formado en la médula. Para las muestras del
grupo sham de los animales sujetos solo a laminectomia se tomo la fraccién de
tejido sano de la ME equivalente a la zona donde estaria el hematoma. El peso del
tejido fue registrado (20-30 mg), colocado en solucién buffer de fosfatos (PBS) y
mantenido a 4 °C hasta su analisis. Este ensayo fue estandarizado a partir de la
técnica utilizada por Tjoa y colaboradores (2003) para la medicion de neutréfilos
infilirados en tejido de ME lesionado en ratones. Las muestras obtenidas de ME

fueron mantenidas y homogenizadas en 1 ml de PBS.

Del homogenado se tomaron 100 pl, los cuales se centrifugaron (Beckman
Centrifuge TJ-6) a 2000 rpm durante 5 minutos y se decanté el sobrenadante.
Para la identificacion de neutréfilos se les adicionaron 100 ul (1:10) de solucion de
permeacion FACS (Beckton Dickson) a las muestras y se incubaron por 10
minutos. Al término se centrifugaron nuevamente y fueron incubadas con los
anticuerpos correspondientes anti MPO-FITC (Abcam) y anti Neutréfilos-PE

(Beckton Dickson) (0.2 ug/ul) por 30 minutos en la oscuridad.

Para la identificacion de macrofagos se tomaron 100 ul del homogenado y se
anadié el anticuerpo anti-CD58 1:50 (Beckton Dickson), dejando incubar las
muestras por 30 minutos en la oscuridad. Al término se afadieron 100 ul de
solucién de lisis (Beckton Dickson) y se dejaron incubar las muestras por 10
minutos mas. Se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos y se decant6 el
sobrenadante.
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Al final todas las muestras fueron lavadas con 1 ml de PBS, se centrifugaron, se
decant6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido con 500 ul de
paraformaldehido al 1%. Las muestras fueron adquiridas en el citometro de flujo
FACS Calibur (Beckton Dickson), registrandose 150,000 eventos totales para la
determinacién de neutrofilos y 100’000 para la determinacion de macréfagos. Los
neutréfilos y macréfagos fueron caracterizados por su complejidad celular
(Forward Scatter, FSC) tamano (Side Scatter, SSC) y por la marca fluorescente

del anticuerpo anti neutréfilos acoplado a ficoeritrina.

Dichos parametros fueron considerados para cuantificar especificamente las
poblaciones celulares de neutréfilos y macréfagos. También se cuantificd la
cantidad de MPO en las células positivas mediante su intensidad media de
fluorescencia. Los leucocitos infiltrados en el tejido de la ME fueron expresados

como el numero promedio de células presentes.

3.5 Actividad enzimatica de MPO

Los animales fueron perfundidos unicamente con solucién salina via intracardiaca.
Posteriormente se obtuvieron las muestras tomando el epicentro de la lesion, las
cuales fueron pesadas (20-30 mg) y preservadas a -70°C hasta su posterior
analisis, para lo cual las muestras fueron descongeladas y mantenidas en frio y se
les afadieron 16 volumenes (de acuerdo al peso de cada tejido) de
hexadeciltrimetilamonio (HTA) al 0.5 % en buffer de fosfatos pH 6.0.

Posteriormente fueron homogenizadas por sonicaciéon (Ultrasonic Processor
Daigger GEX130 PB) en tres ciclos de 5 segundos cada uno y sometidas a tres
ciclos de congelacién/descongelacion. Al término, los homogenados fueron
centrifugados a 14’000 rpm durante 60 minutos a 4 °C (Eppendorf 5417R) para el
analisis de la actividad de MPO. Del sobrenadante se tomé una alicuota de 100 pl
y se le afadieron 3.9 ml de una solucién de buffer de fosfatos 50 mM que contenia
0.167 mg/ml de clorhidrato de o-dianisidina (Sigma Aldrich) y H,O, (JT Baker) al
0.0005 % a 25 °C.
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La reaccion fue cuantificada por espectroscopia UV-Visible a una longitud de onda
de 460 nm (Lambda 20, Perkin Elmer), registrando el cambio de absorbancia cada
30 segundos durante 3 minutos de lectura. Para este estudio se consider6 que
una unidad internacional de actividad de MPO es equivalente a 1 ymol de H20;
metabolizado por minuto a 25 °C. Los resultados fueron expresados como
unidades internacionales de MPO por gramo de peso del tejido.

Figura 14. Representacion del epicentro de la lesion una vez que los animales fueron sometidos a contusion.
La barra superior muestra la zona correspondiente Unicamente al epicentro y que fue procesada para los
ensayos realizados. La barra inferior muestra la zona adicional que se tomdé para realizar el analisis

inmunohistoquimico por el método de inclusion en parafina.

3.6 Histologia e inmunohistoquimica

Los animales fueron sacrificados mediante perfusién cardiaca bajo los efectos de
la anestesia con formol al 10%, para obtener el epicentro de la lesion y tejido
adyacente de ambos lados del hematoma (1 cm, aprox.). Las muestras fueron

mantenidas en formol al 10% hasta su procesamiento.

El tejido fijado fue colocado en un procesador de tejidos Histokinette 2000
(Reichert Jung) en donde, mediante alcoholes graduales, fueron deshidratados
hasta finalmente ser incluidos en parafina, cortados a 5u y colocados por adhesion
en portaobjetos de vidrio. Los tejidos fueron desparafinados, rehidratados con una
serie de alcoholes en concentracién decreciente (2 bafos de xilol, 2 bafos de
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alcohol absoluto, 2 bafos de alcohol al 96%, 1 bano de alcohol al 80%) y

sumergidos en agua destilada.

Epicentro de la lesion

Caudal

Rostral

Figura 15. Plano en el que fueron realizados los cortes longitudinales del epicentro de la lesién en el tejido de
la médula espinal a nivel de la vértebra toracica 9.

Para el andlisis histolégico del tejido se utilizé la técnica de tincién de hematoxilina
y eosina. Los tejidos fueron deshidratados en alcoholes en concentracidn
creciente. Finalmente se dejaron sumergidos en xilol y se montaron. Para la

identificacion de las células sanguineas se utiliz6 la técnica de tincion de Wright.

Para el estudio por inmunohistoquimica las laminillas fueron desparafinadas,
colocadas en bario Maria en una solucion de citrato de sodio y sumergidas en una
solucién de H>O, al 3% para bloquear peroxidasas enddgenas. Después fueron
sumergidas en PBS y los tejidos fueron cubiertos con anticuerpo primario para
MPO 1:50 (polyclonal anti-MPO, Abcam), se dejaron incubar durante 60 minutos

en una camara humeda y se lavaron con PBS.

Posteriormente, los tejidos fueron cubiertos con el sistema Biotinlayed Link
Universal LSAB®+System-HRP (Dako Cytomation), y se dejaron incubar por 20
minutos en camara humeda. Al término, se cubrieron con Streptavidin HRP (Dako
Cytomation) y se dejaron bajo las mismas condiciones que el anterior, lavando con
PBS entre cada incubacion.
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Los tejidos fueron cubiertos con di-amino-bencidina (Dako Cytomation) como
cromogeno, el cual se colocd hasta llevarse a cabo la reaccidén, no excediendo de
5 minutos. Posteriormente fueron lavados con PBS y sumergidos en una solucién
de hematoxilina durante 90 segundos para contrastar, se deshidrataron y se

montaron para su observacion.

3.7 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se hizo con el software SPSS 17.0. El analisis de la cantidad
de neutréfilos y MPO presentes en el sitio del dafio se realiz6 con la prueba de
ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey. A los resultados que
mostraron gran variabilidad inter e intra individuos y que no pasaron la prueba de
homogeneidad de varianza, se les aplicé la prueba no paramétrica de Kruskall-

Wallis seguida de la prueba de Dunnett.
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Resultados
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4.1 Infiltracion de neutréfilos después de la LTME

En la figura 16 se muestran los graficos de puntos donde se observa la
localizacion de los neutréfilos infiltrados en el epicentro de la lesion 24 horas
después de la LTME, cuantificados por citometria de flujo. El cuadrante superior
derecho muestra una poblacién aislada, correspondiente a la zona donde son
localizados, lo cual coincide con la ubicacion tipica de esta poblacién celular y con
lo reportado por Tjoa y colaboradores (2003) sobre la inmunolocalizacion de estas

células por medio de esta técnica.
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Figura 16. Imagenes representativas de la infiltracion de los neutréfilos en el epicentro de la lesién de la ME
de los animales 24 horas posteriores al dafio (rectangulo naranja). El porcentaje mostrado en las figuras es el
siguiente: a) Grupo Sham: 0.156%, b) Vehiculo: 2.57%, c) Dapsona 12.5 mg/kg: 1.27%, d) Dapsona 25
mg/kg: 0.717% y e) Dapsona 37.5 mg/kg: 0.875%.
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Los neutréfilos fueron graficados de acuerdo a sus caracteristicas tipicas de
dispersion frontal (Forward Scatter) y dispersion lateral (Side Scatter),
considerando como neutréfilos aquéllas células que dieron positivo tanto al
marcaje con el anti Neutréfilos-PE como con el anti MPO-FITC, ya que
mayoritariamente, los neutréfilos expresan esta enzima, por lo cual también se
utilizé el anti-MPO-FITC como marca para confirmar la presencia de MPO y de las

células infiltradas.

En la grafica de la figura 17 se muestran los resultados obtenidos de la
cuantificacion de los neutréfilos infiltrados en el epicentro de la lesién dentro de las
primeras 24 horas después del dafo. Los resultados corresponden al nimero de
células identificadas de un total de 150’000 eventos, considerando el valor
promedio de 5 a 11 animales por grupo. Se observé un valor promedio de
neutréfilos en los animales lesionados y tratados con vehiculo (LTME+Veh, control
positivo, n=11) de 2802.85 +608.834, que fue estadisticamente significativo al ser
comparado con el grupo Sham, solo con laminectomia (control negativo, n=5),
donde el numero promedio basal de neutréfilos en el epicentro (no dafado) fue de
123.888 +16.261.

Los animales que recibieron el tratamiento con dapsona a una dosis de 12.5
mg/kg no mostraron diferencias significativas en el numero de neutrofilos
presentes en el sitio de la lesion al ser comparados con los animales control, ya
que los valores fueron 2785.545 +872.356 neutrdfilos infiltrados (n=11) para el
tratamiento administrado 3 horas y de 3287.5 £911.368 neutrdfilos infiltrados (n=8)

para el tratamiento administrado 5 horas después de la LTME (grafica 1).

En contraste, los grupos tratados con 25 mg/kg del farmaco mostraron una
disminucion significativa en el numero de neutréfilos presentes en el sitio del dafo.
En el grupo tratado con el farmaco 3 horas después de la lesiéon (n=11) se observo
una reduccién de alrededor del 80% en la cantidad de neutréfilos presentes en el
epicentro de la lesion con un conteo de 537.09 +100.659 células. Para el grupo
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tratado con la misma dosis de dapsona pero administrada 5 horas después de la
LTME (n=11), se obtuvo una reduccion del 74% en el numero de neutrdfilos
presentes en el epicentro de la lesién, cuyo valor fue de 720.09 +100.827 células.
En ambos casos las diferencias fueron significativas con respecto al grupo control,
mas no entre los tiempos de administracion de los tratamientos con cada dosis
(figura 17).

También se observé una disminucion significativa de la cantidad de neutrofilos en
los animales tratados con 37.5 mg/kg de dapsona a 3 horas (n=7), (1030 +364.064
células) y 5 horas (n=8), (618.875 £161.702 células) después de la LTME,
observandose una reduccion de 63% y 77% respectivamente, en comparacién con

el grupo control (LTME +Veh).
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Figura 17. Gréafica que representa el nimero de neutrdfilos localizados en el epicentro de la lesion de la ME
cuantificados por citometria de flujo. Las barras representan el valor promedio + Error estandar de 5 a 11
animales por grupo. Sham: animales solo con laminectomia, LTME-Veh: animales con lesion traumatica de
médula espinal y tratados con vehiculo (PEG al 4% en solucién salina), 12.5 mg/kg: animales lesionados y
tratados con dapsona a una dosis de 12.5 mg/kg, 25 mg/kg: animales con lesién mas dapsona a una dosis de
25 mg/kg y 37.5mg/kg: animales con lesién y tratados con dapsona a una dosis de 37.5 mg/kg. ANOVA de
una via seguida de la prueba de Tukey. *p< 0.05 vs LTME-Veh.
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4.2 Porcentaje de neutrofilos infiltrados

En la gréfica de la figura 18 se muestran los resultados obtenidos de la
cuantificacion de los neutréfilos infiltrados en el epicentro de la lesion 24 horas
después de la contusion expresados en porcentaje, de un total de 150’000

eventos. Los resultados corresponden al valor promedio de 5 a 11 animales por

grupo.
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Figura 18. Gréfica que representa el porcentaje de neutréfilos infiltrados en el epicentro de la lesion de la ME.
Las barras representan el valor promedio + Error estandar de 5 a 11 animales por grupo. Sham: animales solo
con laminectomia, LTME-Veh: animales con lesién traumatica de médula espinal y tratados con vehiculo
(PEG al 4% en solucion salina), 12.5 mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 12.5
mg/kg, 25 mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 25 mg/kg) y 37.5mg/kg:
animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 37.5 mg/kg. ANOVA de una via seguida de la
prueba de Tukey. *p< 0.05 vs LTME-Veh.

El porcentaje basal de neutréfilos encontrados en el grupo Sham fue de 0.139%
mientras que el grupo control se observé un porcentaje significativo de 3.182%. En
los grupos tratados con dapsona los resultados porcentuales fueron los siguientes:
para la dosis de 12.5 mg/kg administrada 3 horas después de la lesion el
porcentaje fue de 2.662% y 3.141% para la dosis administrada 5 horas después
de la lesién. Para la dosis de 25 mg/kg de dapsona los resultados fueron de
0.359% y 0.48% 3 y 5 horas después de la LTME, respectivamente.
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Finalmente para las dosis de 37.5 mg/kg administradas 3 o 5 horas después de la
LTME los valores porcentuales obtenidos fueron de 0.686% y 0.412%,
respectivamente. Con respecto a la infiltracién de neutréfilos, las dosis de 25 y
37.5 mg/kg de dapsona mostraron diferencias significativas en la reduccion de
células presentes en el epicentro de la lesién con respecto al grupo control mas no
entre los tiempos de administracion de los tratamientos en cada una de las dosis.

4.3 Infiltracion de macrofagos
Los resultados de la infiltracion de macrofagos corresponden al nimero de células

registradas por citometria de flujo, de un total de 100’000 eventos.

SSC-H
8SC-H

SSC-H

Q3
0.782%

10 10

FL1-H FL1-H

Q3
0.550%
e

10 10 10

FLI-H FLI-H

Figura 19. Imagenes representativas de la infiltracién de macréfagos en el epicentro de la lesion de la ME de
los animales 24 horas posteriores a la LTME (rectangulo naranja). El porcentaje correspondiente a cada grupo
es: a) Sham: 0.200%, b) LTME-Veh: 0.782%, c) Dapsona 12.5 mg/kg: 0.441%, d) Dapsona 25 mg/kg:
0.550% y e) Dapsona 37.5 mg/kg: 0.510%.
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La infiltracion de macrofagos se muestra en los gréaficos de puntos de la figura 19
los cuales fueron graficados de acuerdo a sus caracteristicas tipicas de dispersion
frontal (Forward Scatter) y dispersion lateral (Side Scatter) y que dieron positivo al

marcaje con anti-CD58 para macréfagos.

Por su parte, en la grafica de la figura 20 se muestran los macréfagos infiltrados
en el epicentro de la lesidbn 24 horas después de la contusion. Se consideré el
valor promedio de 6 animales por grupo. Para este conteo solo se tomaron en
cuenta las dosis de 12.5, 25 y 37.5 mg/kg administradas 3 horas después de la
lesidon con el fin de identificar, de manera preliminar, el posible efecto de la
dapsona sobre estas células a un tiempo temprano de administracion. El nimero
basal de macrofagos encontrados en el tejido sano de la ME fue de 121.666
+11.666, observandose un incremento a 756 +138.321 células en el grupo control.
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Figura 20. Grafica que muestra el nimero de macréfagos en el epicentro de la lesion. Las barras representan
el valor promedio * Error estandar de seis animales por grupo. Sham: animales solo con laminectomia,
LTME-Veh: animales con lesién traumatica de médula espinal y tratados con vehiculo (PEG al 4% en solucién
salina), 12.5 mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 12.5 mg/kg, 25 mg/kg:
animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 25 mg/kg y 37.5mg/kg: animales lesionados y
tratados con dapsona a una dosis de 37.5 mg/kg. ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey. *p< 0.05
vs. LTME-Veh.
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En el grupo administrado con la dosis de 12.5 mg/kg de dapsona el nimero de
células descendi6 a 498.833 £65.819 y en el grupo tratado con 25 mg/kg también
hubo una disminucién, encontrandose 527.333 £105.235 células. Por ultimo, el
tratamiento con 37.5 mg/kg de dapsona registré 367.8333 +83.623 ceélulas
contadas en el epicentro de la lesion en la ME. En el caso de la infiltracion de
macréfagos 24 horas posteriores a la LTME, la dosis de 37.5 mg/kg de dapsona
administrada 3 horas después de la lesidbn mostré diferencias significativas con

respecto al grupo que solo fue tratado con el vehiculo.

4.4 Localizacion de MPO en el epicentro de la lesion
La intensidad media de fluorescencia (IMF) representa la cantidad de MPO
presente en el epicentro de la lesién 24 horas después de la LTME (figura 21). Los

resultados corresponden al valor promedio de 5 a 11 animales por grupo.

Para el grupo control, el valor de IMF de MPO fue de 29.61 +4.754 (n=11),
observandose un incremento con respecto al valor basal del grupo Sham, que fue
de 3.061 + 0.292 (n=5). En el caso de la administracion de 12.5 mg/kg de dapsona
3 6 5 horas después de la LTME, los valores obtenidos fueron 17.943 14.423
(n=11) y 16.558 £3.058 (n=8), respectivamente.

Para la dosis de 25 mg/kg de dapsona administrada 3 o 5 horas después de la
contusion los resultados fueron 9.636 +1.945 y 13.53 #2.761 (n=11 en ambos
grupos), respectivamente. Por ultimo, los valores obtenidos para la administracidén
de la dosis de 37.5 mg/kg de dapsona 3 6 5 horas posteriores a la lesion fueron de
26.427 £9.346 (n=7) y 20.832 £7.574 (n=8), respectivamente.
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Figura 21. Grafica que muestra la presencia de MPO en el epicentro de la lesion cuantificada por citometria de
flujo y mostrada en unidades de intensidad media de fluorescencia. Las barras representan el valor promedio
+ Error estandar de 5 a 11 animales por grupo. Sham: Animales solo con laminectomia, LTME-Veh: animales
con lesién y tratados con vehiculo (PEG al 4% en solucion salina), 12.5 mg/kg: animales lesionados y
tratados con dapsona a una dosis de 12.5 mg/kg, 25 mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a
una dosis de 25 mg/kg) y 37.5mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 37.5
mg/kg). ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey. *p<0.05 vs LTME-Veh.

Cabe destacar que solo la dosis de 25 mg/kg de dapsona administrada 3 horas
posteriores a la LTME mostré diferencias significativas con respecto al grupo
control, sin embargo, la dosis de 37.5 mg/kg mostrd una tendencia al incremento,
a pesar de que las dosis de 12.5 y 25 mg/kg mostraron, de manera general, una
tendencia hacia la reducciéon de MPO en el epicentro de la lesion.

4.5 Actividad enzimatica de MPO

Para esta técnica solo se consideré la evaluacion de las dosis de 25 y 37.5 mg/kg
de dapsona, ya que el tratamiento con 12.5 mg/kg no mostrd efectos significativos
en la infiliracion de neutréfilos. Los resultados corresponden al promedio de 12
animales por grupo (figura 22).
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Para la evaluaciéon de la dosis de 25 mg/kg se obtuvo un valor basal de 1.038
+0.367 unidades, observandose un incremento a 8.397 +£2.282 unidades en el
grupo control; mientras que la actividad de la MPO fue reducida en los grupos
tratados con el farmaco, ya que se obtuvieron valores de 5.444 +0.751 y 5.72
+0.657 unidades cuando la dapsona fue administrada 3 6 5 horas después de la

LTME, respectivamente.

Para la evaluacion de la dosis de 37.5 mg/kg se obtuvo un valor basal de 1.346
+0.606 unidades, observandose un incremento a 8.031 +1.886 unidades en el
grupo control. También la actividad de la MPO fue reducida en los grupos tratados
con el farmaco cuyos valores obtenidos fueron de 6.427 +0.601 y 5.859 +1.416

unidades cuando la dapsona fue administrada 3 6 5 horas después de la LTME,

respectivamente.
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Figura 22. Actividad enzimatica de MPO presente en el epicentro de la lesion determinada por espectroscopia
UV-vis. Las barras representan el valor promedio + Error estdndar de 12 animales por grupo. Sham: animales
solo con laminectomia, LTME-Veh: animales con lesion y tratados con vehiculo (PEG al 4% en solucion
salina), 25 mg/kg y 37.5mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 25 mg/kg y 37.5
mg/kg. ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey. *p< 0.05 vs LTME-Veh.
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No se observaron diferencias significativas entre los tiempos de administracion del
farmaco. Tampoco hubo diferencias significativas entre cada dosis administrada
con respecto al grupo control, observandose solo un incremento significativo de la
actividad de MPO en este grupo con respecto al estado basal de actividad que

mostré el grupo Sham.

4.6 Analisis histoldgico e inmunohistoquimico

Las microfotografias muestran las condiciones del tejido 24 horas después de la
contusién provocada por el modelo de LTME utilizado. El tejido del grupo Sham se
observa integro (figura 23-A, 23-B y 23-C). La sustancia blanca y la sustancia gris
se encuentran bien conservadas y definidas, ya que no hubo alteraciones
vasculares ni infiltracion leucocitaria. También se pueden apreciar las fibras
nerviosas que rodean a la sustancia gris, con integridad del tejido meningeo que
recubre al tejido medular, asi como de las neuronas, los astrocitos y las CE.

En los grupos en donde se realiz6 la contusion se muestra destruccion de tejido,
con dano en las fibras nerviosas, asi como necrosis e infiltracion de células
inmunitarias provenientes de la circulacion sanguinea periférica. Se observa en el
epicentro de la lesion del grupo control (figura 23-C) restos celulares producidos
por el impacto mecanico inicial como son la ruptura de la BHE y de las células

residentes, asi como cavidades quisticas y pérdida de tejido.

El dano se extiende hacia la zona caudal, asi como a la zona ventral, donde se
puede apreciar que mientras mas lejos se encuentra el tejido de la zona dafada,
este se conserva mejor, sobre todo en la periferia de la ME, donde la sustancia
blanca preserva en mayor medida la integridad de su citoarquitectura. En el centro
de la lesién, el dafo es visible y mayor en la periferia de la sustancia blanca en la

cara dorsal de la ME.
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Figura 23. Fotomicrografias de médula espinal de rata. Se muestra el epicentro de la lesién 24 horas después

de la contusién. A, B y C) Grupo Sham, donde se observa la integridad del tejido nervioso de la médula
espinal. D, E y F) Grupo control tratado con vehiculo, donde se puede observar la extension del dafo. G, H e
1) Grupo tratado con 12.5 mg/kg de dapsona. Los neutréfilos infiltrados estan sefialados con la flecha verde. J,
Ky L) Grupo tratado con 25 mg/kg y M, N y O) Grupo tratado con 37.5 mg/kg de dapsona. Tincién H-E. 25X,
400X y 1000X, respectivamente.
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En el grupo tratado con 12.5 mg/kg de dapsona aiun se observan restos
sanguineos con gran infiltracion leucocitaria (figura 23-1), (flechas verdes), lo cual
concuerda con los resultados reportados mediante la técnica de citometria de flujo.
El dafo se extiende longitudinalmente hacia los extremos caudal y dorsal de la
ME. En cambio, los grupos tratados con 25 y 37.5 mg/kg de dapsona muestran
menos cavidades asi como menor numero de leucocitos infiltrados (figuras 23-L y

23-0, respectivamente).

La tincién de Wright se realizé para la identificacion de los neutréfilos mediante la
tincidn de los nucleos celulares, identificandose aquellos con su tipico nucleo

lobulado (flechas verdes).

Figura 24. Fotomicrografias representativas del epicentro de la lesién en tejido de la médula espinal de rata

24 horas después de la contusién. A) Grupo Sham, B) Grupo tratado con vehiculo, C, D y E) Grupos tratados
con 12.5 mg/kg, 25 mg/kg y 37.5 mg/kg de dapsona, respectivamente donde se aprecia la infiltracion de los
neutréfilos, con la morfologia nuclear lobulada tipica. Tincion de Wright. Ay E-400x, B, C y D-1000x.

Se realiz6 una técnica inmunohistoquimica para la identificacién de la enzima
MPO en el epicentro de la lesién (figura 25) con la que se puede apreciar el tejido
necrosado asi como las cavidades donde hubo pérdida neuronal (zonas con

asteriscos).
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En el grupo Sham se muestra la reaccidén negativa del anticuerpo (figuras 25-A,
25-B Y 25-C) donde es posible observar la integridad del tejido completo, desde la
materia gris y blanca hasta la estabilidad en la constitucion de la red que

conforman las células ependimales.

En el grupo control, que fue tratado solo con vehiculo, se observan cavidades y la
reaccion al anticuerpo, mostrando la extension del dafno de la zona dorsal de la
sustancia blanca hacia la gris, sin embargo, aun se conserva parte del tejido
neuronal en la zona ventral de la médula espinal. La reaccion al anticuerpo se

muestra en color marrén, contrastado con hematoxilina para su identificacion.

En el grupo tratado con 12.5 mg/kg del farmaco, se observa que el dafo se
desarrolld, sin que haya diferencias evidentes con respecto al grupo control. Sin
embargo en los grupos tratados con 25 y 37.5 mg/kg si hubo menor pérdida de
tejido, en algunas zonas se pueden observar neuronas que conservan su
estructura y la reaccion al anticuerpo (flecha rosa) fue menor en el grupo tratado
con 37.5 mg /kg. Solo las capas mas externas de la sustancia blanca ventrolateral
mostraron un area de inmunoreactividad al anticuerpo, identificAndose en estas el

mayor dafno generado por la secrecion de agentes oxidantes por la MPO.
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Figura 25. Fotomicrografias representativas del epicentro de la lesién en tejido de la ME de rata 24 horas
después de la contusion. A, B 'y C. Grupo Sham, donde se observa tejido con neuronas normales (citoplasma
y sustancia de Nissl evidente en la imagen B) y fibras nerviosas alargadas y finas, asi como la conformacion
integra de la estructura del epéndimo (imagen C). D, E y F) Grupo control tratado con vehiculo, donde se
observa en el epicentro de la lesion tejido necrosado (asterisco *) con gran infiltracién de sangre y neutréfilos
(flechas verdes) entre los restos de las neuronas y fibras, asi como la reaccion al anticuerpo (flechas rosas).
G, H e I) Grupo tratado con 12.5 mg/kg, J, Ky L) Grupo tratado con 25 mg/kg y M, N y O) Grupo tratado con
37.5 mg/kg de dapsona, respectivamente, administrada 3 h después de la lesién. Inmunohistoquimica con
anticuerpo anti-MPO. 25, 400X y 1000X, respectivamente.
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4.7 Curvas Dosis-Respuesta

Para determinar la relacion existente entre la reduccién de la infiltracién de
neutréfilos y macréfagos en el epicentro de la lesién, dentro de las primeras 24
horas posteriores a la LTME con cada una de las dosis administradas de dapsona,
se construyd la curva dosis-respuesta correspondiente. Para mostrar el efecto
sobre el reclutamiento de los neutréfilos, la construccién de la curva se realizé
para las 3 dosis de dapsona administradas 3 6 5 horas después de la contusion.
En el caso de los macréfagos solo se consideré las dosis administradas 3 horas
posteriores a la lesion con el fin de identificar, de manera preliminar, el posible
efecto de la dapsona sobre estas células a un tiempo temprano de administracion.

En ambas curvas se graficé la reduccion de la infiltracion leucocitaria (neutrofilos y
macréfagos) expresada en porcentaje, contra la dosis del farmaco administrado,
reportada en mg/kg. El valor maximo de infiltracion de neutréfilos en el epicentro
reportado en este estudio fue de 2802.85 +608.83 células y de 756 +138.321
células macrofagos infiltrados. Estas cantidades fueron consideradas como el
100%, por lo que se obtuvo el porcentaje equivalente a cada dosis y a cada
tiempo. El valor del porcentaje de reduccion de la infiltracién de neutréfilos esta

reportado como se muestra en la férmula:

% reduccion de la infiltracion =100- % equivalente
Donde el % equivalente fue obtenido a partir del valor maximo de infiltracion.
En la figura 26 se muestra el efecto del farmaco con respecto a la reduccion de la
infiltracion de neutrofilos, administrado 3 6 5 horas después de la LTME. Se
considerd que la administraciéon del vehiculo (ya que no hubo administracion de

farmaco) representa 0% de reduccion de la infiltracion de neutréfilos, equivalente a

la cantidad maxima de infiltracidn leucocitaria en el epicentro de la lesién.
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Figura 26. Curva dosis-respuesta donde se muestra, en el eje de las abscisas, las dosis de 12.5, 25 y 37.5
mg/kg de dapsona administrada a los animales 3 0 5 horas después de la LTME. La dosis efectiva 50 (DEso) y
respuesta maxima se extrapolaron para cada tiempo de administracién (linea punteada rosa y verde: 3 y 5

horas, respectivamente).

Para el caso de la dosis de 12.5 mg/kg de dapsona administrada 3 horas después
de la LTME se obtuvo 0.617% de reduccién mientras que la misma dosis

administrada 5 horas después de la LTME mostrd un incremento en la infiltracion.

Sin embargo, la dosis de 25 mg/kg de dapsona administrada 3 horas después del
dafno mostré un 80.83% de reduccion, mientras que un 74.3% de reduccion se
obtuvo al administrar la misma dosis 5 horas después de la LTME. La dosis de
37.5 mg/kg de dapsona mostré una reduccion en la infiltracion de neutréfilos de
63.25% y 77.91%, la cual fue administrada 3 é 5 horas después de la contusién,
respectivamente. La dosis efectiva 50 (DEsop) de dapsona obtenida fue de =18
mg/kg y la respuesta maxima fue de 80.83% de reduccion, cuando la dapsona fue
administrada 3 horas después de la LTME, asi como una DEsy de =20 mg/kg y
una respuesta maxima de 74.3% de reduccion, cuando el farmaco se administr6 5
horas después de la LTME.

En la figura 27 se muestra el efecto del fa&rmaco sobre la reduccién de la
infiltracion de macrofagos, administrado 3 horas después de la LTME. Se
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considerd que la administracion de vehiculo representa 0% de reduccién de la
infiltracion de macréfagos, equivalente a la cantidad maxima de infiltracion

leucocitaria en el epicentro de la lesion.
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Figura 27. Curva dosis-respuesta del efecto del farmaco sobre la infiltracién de macréfagos donde se muestra,
en el eje de las abscisas, las dosis de 12.5, 25 y 37.5 mg/kg de dapsona administrada a los animales 3 horas
después de la LTME. La dosis efectiva 50 (DEso) y respuesta maxima se muestran con la linea punteada

naranja.

Para la dosis de 12.5 mg/kg de dapsona, se obtuvo 34.016% de reduccion de la
infiltracion de macréfagos, mientras que la dosis de 25 mg/kg de 30.246% de
reduccién. Sin embargo, la reduccidon maxima de la infiltracién de macréfagos se
obtuvo al administrar 37.5 mg/kg, con un 51.344%; representando este ultimo
porcentaje la respuesta maxima. Por su parte, la dosis efectiva 50 (DEsy) de
dapsona obtenida fue de =8 mg/kg. Con base en estos resultados se ha
demostrado que la dapsona ejerce efectos significativos sobre el reclutamiento de
células leucocitarias en las primeras 24 horas después de la LTME.
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Discusion
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5. Discusion de los resultados

La complejidad en la fisiopatologia de la LTME asi como su estudio y seguimiento
ha permitido entender los procesos involucrados en la respuesta inflamatoria que
genera el dano secundario en el tejido nervioso de la ME. Su tratamiento debe
estar basado en el conocimiento de las células que participan en esta respuesta
después del dafo, ya que el desarrollo de terapias efectivas para el tratamiento en
la etapa aguda requiere de un conocimiento preciso del tiempo de entrada de las
células inflamatorias dentro del tejido y de la activacién de células residentes, asi
como de sus funciones nocivas o benéficas, las cuales afectan al tejido neuronal
(Fleming y cols., 2006). En estudios con varios modelos de LTME se ha
demostrado que la pérdida de neuronas y mielina es menor después de que se ha

inhibido la infiltracion de neutréfilos y macréfagos (Donelly y Popovich, 2008).

En el presente trabajo se evalué el efecto anti-inflamatorio de la dapsona, con
base en la infiltracién leucocitaria y de macréfagos asi como la MPO activa
secretada en el epicentro de la lesién después del dafno mecanico inicial. Se
observd un incremento del 95.6% en el nimero de neutréfilos y de un 84% en el
namero de macréfagos infiltrados después de una LTME como se esperaba, ya
que la contusion destruydé la BHE, lo cual permitié la llegada de células
inflamatorias hacia el tejido de la ME. El incremento de estas células se ha
reportado previamente en modelos de LTME por contusién en roedores (Carlson y
cols., 1998, Tjoa y cols., 2003; Diaz-Ruiz y cols., 2011), donde el dafio mecanico

del tejido juega un papel importante.

Después del tratamiento con dapsona se obtuvo una reduccién de la infiltracion
leucocitaria hasta en un 80% y en un 74% el nimero de neutréfilos cuando el
farmaco se administr6 3 6 5 horas después de la lesidn, respectivamente; y de un
51% en el numero de macréfagos cuando el farmaco se administré 3 horas
después de la lesién, comparados contra los correspondientes valores del grupo

control.
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En el caso de los neutréfilos, la curva dosis-respuesta muestra que estos
porcentajes de reduccién se produjeron cuando se aumenté la dosis a 25 mg/kg y
en el caso de los macréfagos, se obtuvo la méaxima reduccién cuando se

administré la dosis de 37.5 mg/kg de dapsona 3 horas después de la LTME.

La reduccion de neutréfilos en el epicentro de la lesion puede deberse a una
disminucién en la sintesis de las moléculas quimiotacticas implicadas en el
reclutamiento de los neutréfilos durante la etapa aguda de la LTME, ya que se ha
demostrado que la dapsona tiene esta capacidad. Dicha inhibicion habia sido
demostrada previamente por Debol y colaboradores (1997) en un modelo de
adhesion neutrofilica in vitro, en el que al determinar la adhesion de los neutrofilos
estimulados por diferentes agentes quimiotacticos (LTB4, IL-8 y C5a) en presencia
de dapsona, se observé una disminucién significativa en la adhesion de los
neutréfilos en pocillos cubiertos con albumina sérica bovina. Asi mismo, se ha
demostrado que la inhibicién de la adhesion de los neutréfilos a la superficie de las
CE reduce notablemente la gravedad de la LTME inducida por compresion (Taoka
y cols., 1997).

Se ha descrito que la dapsona puede ejercer su efecto anti-inflamatorio por dos
diferentes mecanismos. El primero, a través del bloqueo de la quimiotaxis, ya que
dicho fendmeno se ha identificado en enfermedades como la dermatitis
herpetiforme, en la cual se observa que la dapsona disminuye la adhesién celular
mediante la inhibicién de la proteina G, que media la transduccién de sefales que
controlan las funciones de adhesién y que determina el inicio de la cascada de
sefializacion para la migracion los neutrofilos (Debol y cols., 1997; Coleman y
cols., 1997).

Un segundo mecanismo descrito para la dapsona es el bloqueo del sitio activo de
la enzima MPO, la cual cataliza la conversibn de H>O, a HCIO. Kettle y
Winterbourn (1991) reportaron que la dapsona inhibe la conversion de HxO; a
HCIO en un 50% de la tasa inicial en concentraciones menores a 1 micromol
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cuando se evalué esta capacidad inhibitoria in vitro mediante el uso de un

electrodo.

En otro estudio realizado bajo condiciones in vitro, se determiné la produccién de
O? y se observé que la administracién de dapsona suprime alrededor del 50% la
secrecion de O% en concentraciones de 0.06 mmol/L, en un 60% a 0.13 mmol/L, y
en un 90% a 0.25 mmol/L de neutréfilos estimulados con N-formil-L-metionil-L-
leucil-L-Fenilalanina (fMP). En el caso de los neutrofilos estimulados con Cb5a y
acetato forbol miristato (PMA) se obtuvieron efectos similares (Suda y cols., 2005).

En nuestro estudio proponemos que al unirse de forma irreversible la dapsona al
centro activo de la MPO se inhibe la enzima con la subsecuente disminucion en la
produccién de HCIO que, como se menciond previamente, es un agente oxidante
secretado por los neutréfilos, por lo que se redujeron asi, los valores reportados de
la actividad enzimatica de MPO en el epicentro de la lesion.

Aunque no hubo diferencias significativas, los resultados muestran una tendencia
hacia la reduccién de la actividad de esta enzima al aumentar la dosis de dapsona
administrada. No obstante lo anterior, debido a que esta enzima también se
encuentra en monocitos y macréfagos (Dale y cols., 2008; Klebanoff, 2005; Kubota
y cols., 2012), se podria suponer que los macrofagos infiltrados también

secretaron MPO en el epicentro de la lesion (Zhang y cols., 2012).

Cabe destacar que, en el presente trabajo, la actividad de la MPO no se redujo de
manera significativa al aumentar la dosis. En 2011 Diaz-Ruiz y colaboradores
reportaron la disminucién significativa de la actividad de esta enzima en el mismo
modelo de LTME por acciéon de la dapsona; sin embargo, la dosis fue de 12.5
mg/kg administrados 3 6 5 horas después de la contusion y cada 24 horas
después de la administracion por tres dias. Esto podria indicar que la
administracion repetida de dapsona tiene un efecto significativo sobre la actividad
enzimatica de la MPO, lo cual no ocurre cuando la dapsona se administra en dosis

79



Evaluacion del efecto anti-inflamatorio de la Dapsona en un
modelo de Lesion Traumdtica de la Médula Espinal en ratas

Unica. Este esquema de tratamiento Unico fue evaluado con el fin de determinar si

el efecto terapéutico de la dapsona mejoraba al aumentar la dosis.

Se ha descrito que después de una LTME, los neutrofilos son las primeras células
en ser reclutadas al sitio dafnado (Kubota y cols., 2012), principalmente en areas
de hemorragia, necrosis y fragmentacién de tejido (Fleming y cols., 2006), y que
los macréfagos y la microglia residente activada se infiltran 24 horas después de la
LTME (Carlson y cols., 1998), con un pico maximo de reclutamiento de 4 a 7 dias
después de la LTME (Beck y cols.,, 2010; Lee y cols.,, 2011) y con una
permanencia en el tejido durante semanas y hasta meses (Popovich y cols., 1997;
Carlson y cols., 1998). Mas aun, también se ha descrito que la microglia residente
se activa dentro del lapso de minutos a horas después de la LTME y es
transformada en macréfagos (Popovich y cols., 2003). No obstante lo anterior,
Abdanipour y colaboradores (2013) reportan que el incremento de microglia
reactiva y monocitos se observa 48 h después de una LTME en ratas. Si esto es
asi, es probable que por esta razén el incremento en la actividad de MPO no se
observe claramente 24 horas después de la LTME, tiempo en el cual se realizo la

presente evaluacion.

De los dos mecanismos de accion descritos para la dapsona, el primero parece
ser el mas benéfico, ya que al tener mdultiples blancos involucrados en la
regulacion de la quimiotaxis, resulta ser mas eficiente para disminuir las células
inflamatorias en el epicentro del dano. Este mecanismo antiinflamatorio puede
tener relevancia terapéutica importante ya que, se ha descrito recientemente que
la reduccion de la neuroinflamacién en el epicentro de la lesion por medio de
inmunoglobulina G (IgG) favorece la recuperacion funcional después de una LTME
por compresién en rata (Nguyen y cols., 2012).

Por otra parte, el estudio histolégico realizado en el presente trabajo muestra, de
forma general, un dafio muy evidente en el epicentro de la lesion que altera la

citoarquitectura del tejido nervioso, el cual se extiende en forma radial hacia la
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periferia, observandose mayor dano en la zona dorsal en comparacién con la zona
ventral. El tamano de la lesién se extiende de manera progresiva durante las
primeras ocho semanas, para posteriormente estabilizarse. Algunos reportes
sefialan que en la rata, la etapa final que es la degeneracion Waleriana o
degeneracion retrograda, se observa a las 4 semanas y hasta 8 semanas después
del dano inicial (Huselbosch, 2002).

Aunque el ensayo de MPO ha sido utilizado como un método indirecto de
cuantificacion de la infiltracion de neutréfilos en la médula espinal dafiada (Carlson
y cols., 1998; Diaz-Ruiz y cols., 2011), la baja sensibilidad del mismo puede limitar
su aplicacién cuando se procesan pequefnas muestras de tejido, por lo cual la
citometria de flujo se ha convertido en una alternativa de analisis para la
cuantificacion de la infiltracion leucocitaria (Hoffman y Hansen, 1981) que se ha
utilizado para la identificacion de poblaciones celulares en el SNC en modelos
experimentales de enfermedades desmielinizantes cronicas (Tjoa y cols., 2003). A
pesar de que la administracidén de la dapsona 3 6 5 horas después de la lesién, en
el presente estudio no se encontraron diferencias significativas sobre la cantidad
de MPO en el epicentro de la lesién, al compararse con las cantidades
encontradas en el grupo control. En este sentido, se debe tomar en cuenta que la
fisiopatologia de la LTME es dindmica por lo que seria conveniente evaluar el
curso temporal de la expresion de esta enzima. Asimismo, se debe tener presente
que la determinacion de la MPO por citometria de flujo es inespecifica, pues el
método no permite identificar el tipo celular de procedencia y, al parecer, la
activacidon de la enzima difiere en el tiempo dependiendo del tipo celular, lo cual
se demuestra en el estudio de Abdanipour y colaboradores (2013) mencionado

previamente.

Con base en estos resultados se puede afirmar que el efecto regulador de la
quimiotaxis de neutréfilos de la dapsona conlleva a una menor cantidad de MPO y
que a través de este mecanismo la dapsona ejerce un efecto neuroprotector por

su actividad anti-inflamatoria.
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Conclusiones
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. CONCLUSIONES

. En el modelo de LTME por contusion, la dapsona disminuye de manera
significativa la llegada de neutréfilos y macrofagos al sitio de dano, quiza, al
bloqueo de los agentes quimiotacticos que median la sefalizacién en el sitio
del dafo.

. Las dosis de dapsona que mostraron una reduccién significativa de neutrdéfilos
infiltrados en el tejido de la médula espinal fueron las dosis Unicas de 25 mg/kg
y 37.5 mg/kg administradas 3 6 5 horas después de la LTME.

. La dosis unica de 37.5 mg/kg de dapsona mostr6 efectos significativos sobre la
reduccion de macréfagos al administrarse 3 horas después de la LTME.

. Los resultados no redujeron de manera significativa la actividad enzimatica de
MPO.

. Existe un comportamiento dosis-dependiente en la reduccion de la infiltracién
de las células inmunes al administrar la dapsona.

. La dapsona mostrd efecto neuroprotector en los estadios tempranos de la
inflamacion dentro de las primeras 24 horas posteriores a la LTME por

contusion en rata.
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. PERSPECTIVAS

Evaluar la recuperacion funcional del tren posterior de los animales a través de
la escala de 21 grados Beatie-Basso-Bresnahan (BBB Score) con la
administracion de las dosis Unicas estudiadas en el presente trabajo.

Evaluar el curso temporal del bloqueo de los macrofagos durante el pico
maximo de reclutamiento con la administracion de dapsona.

Determinar si el bloqueo del reclutamiento de ambas células promueve la
recuperacion funcional y si aumenta la cantidad de tejido preservado a largo
plazo.

Determinar por pruebas moleculares el efecto de la dapsona en cada etapa de
la respuesta inflamatoria a través de la expresion de los agentes quimiotacticos
y pro-inflamatorios.

Disenar un esquema de tratamiento terapéutico que pudiera ser aplicable a los
pacientes con diagnéstico de LTME.
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ABREVIATURAS

AA Acido araquidénico

ATP Adenosin trifosfato

BHE Barrera hematoencefalica

Cba Caspasa 5a

ca* Calcio (i6n)

CE Células endoteliales

COX Ciclo-oxigenasa

DAG Diacilgricerol

DDS Dapsona 6 4-4 diaminodifenilsulfona

ERN Especies reactivas de nitrégeno

ERO Especies reactivas de oxigeno

FACS Fluorescence activated cell sorting o separacién de células activadas
por fluorescencia

FITC Fluoresceina

fMP N-formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina

FSC Forward Scatter, complejidad celular

GFAP Proteina 4cida fibrilar

H.0- Peroxido de hidrégeno

HTA Hexadeciltrimetilamonio

HE Hematoxilina y eosina

HCIO Acido hipocloroso

IHQ Inmunohistoquimica (técnica)

IL Interleucina

IMF Intensidad media de fluorescencia

IP; Inositol 1,4,5-trifosfato

K* Potasio (i6n)

LOX Lipo-oxigenasa

LTB4 Leucotrieno B4
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LTME
ME
mGIuR
MPO
MMP
Na*
NO
PBS
PE
PEG
PIP,
PLA,
PLC
PMA
SN
SNC
SNP
SSC

Lesion traumatica de la médula espinal
Médula espinal

Receptor metabotropico de glutamato
Mieloperoxidasa (enzima)
Metaloproteinasas

Sodio (ion)

Oxido Nitrico

Solucion buffer de fosfatos (Posphate Buffer Solution)
Ficoeritrina

Polietilenglicol

Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
Fosfolipasa A;

Fosfolipasa C

Acetato forbolmiristato

Sistema nervioso

Sistema nervioso central

Sistema ervioso periférico

Side Scatter, tamano celular
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ANEXOS

El presente trabajo fue presentado de manera parcial en los siguientes eventos:

XXVII Reunién Anual de Investigacion 2012 del Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” con el titulo “Evaluacion del efecto anti-
inflamatorio de Dapsona en un modelo de Lesion Traumatica de la Médula Espinal

en ratas”, en presentacién oral.

Society for Neuroscience Annual Meeting New Orleans 2012 con el titulo
“Dapsone decreases neutrophil” arrival to the site after Spinal Cord Injury” en

Nueva Orleans, Louisiana, EUA, en version poster.

XXVIll Reuniéon Anual de Investigacion 2013 del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” con el titulo “La dapsona
previene la infiltracion de neutrdfilos después de una lesion traumatica de la

meédula espinal en ratas”, en version poster.

Society for Neuroscience Annual Meeting San Diego 2013 con el titulo
“Dapsone reduces macrophages infiltration after Spinal Cord Injury” en San Diego,

California, EUA, en version poster.
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Evaluacion del efecto anti-inflamatorio de dapsona en un modelo de lesién
traumatica de la médula espinal en ratas

Diana __Marlene __De _Jesus _ Nicolas™, Benjamin Pineda Olvera®, Lucero
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Introduccidn. Durante la etapa aguda después de ocurrida una lesién traumatica de la
médula espinal (LTME) se activan mecanismos autodestructivos que provocan dafo
irreversible del tejido entre estos se encuentra la respuesta inflamatoria, la migraciéon de
neutréfilos y la activacién de la mieloperoxidasa (MPO), que produce acido hipocloroso
(HCIO). Se sabe que la dapsona tiene efecto anti-inflamatorio en desérdenes
caracterizados por la acumulacioén de neutrdfilos.

Objetivo. Evaluar el efecto anti-inflamatorio de la dapsona en un modelo de LTME en
ratas.

Materiales y métodos. Se utilizaron ratas Wistar hembras, sometidas a una LTME por
contusién. Se les administré 12.5 y 25 mg/kg de dapsona a 3 y 5 horas posteriores a la
lesién. El andlisis de las muestras de médula espinal se realizd por citometria de flujo
empleando marcadores para neutréfilos y MPO. Los neutréfilos fueron caracterizados por
tamano y morfologia. La deteccion de MPO se determind por su intensidad media de
fluorescencia.

Resultados. El numero de neutrdfilos infiltrados en el tejido fue menor en los animales
tratados con dapsona a 3 y 5 horas posteriores a la lesién con respecto de aquellos que
fueron tratados solo con vehiculo. La MPO presente tuvo la misma tendencia.

Discusion. Se ha obtenido una reduccién en el nimero y porcentaje de neutréfilos
infiltrados en el tejido por efecto de la dapsona al bloquear la actividad quimiotactica de
leucotrieno B4. El papel de la infiltracion de los neutréfilos en el dafo secundario esta
asociado a reacciones inflamatorias y dafio tisular en este padecimiento por accién del
HCIO secretado por accién enzimatica de MPO.

Conclusién. La dapsona tiene la capacidad de disminuir la llegada de neutrdfilos al sitio

de dano, este hallazgo es relevante porque se sabe que a mayor cantidad de neutrdéfilos
presentes en el sitio de la lesion es menor la recuperacion funcional.
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Dapsone decreases neutrophils’ arrival to the lesion site after spinal cord
injury

De Jesus Diana Marlene'?, Villavicencio Lucero®, Diaz-Ruiz Aracel?, Pineda Benjamin®,
Rios Camilo®

1. Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco

2. Departamento de Neuroquimica, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”
3. Laboratorio de Neuroinmunologia, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”
4. Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Quimica

Key words: spinal cord injury, dapsone, anti-inflammatory effect

After spinal cord injury (SCI), a series of self-destructive mechanisms are activated,
including excitotoxicity, oxidative stress, apoptosis and inflammation. Soon after injury,
activated neutrophils (N) penetrate tissue to produce hypochlorous acid through the action
of myeloperoxidase (MPO) enzyme. Dapsone has shown anti-inflammatory effects in
disorders characterized by (N) accumulation. The objective of this study was to evaluate
the effect of dapsone on (N) tissue penetration in a model SClI in rats.

Female Wistar rats were submitted to spinal cord injury by contusion, using the NYU-
Impactor device. Single doses of 12.5, 25 or 37.5 mg/kg of dapsone were administered to
rats either 3 or 5 hours after SCI. Additional groups of rats were treated with vehicle or
sham surgery. Twenty four hours later, animals were killed and the number of (N) in the
spinal cord tissue was counted using flow cytometry.

We observed a 25-fold increase in the number and percentage of N by effect of SCI, as
compared to sham surgery group values. This effect was significantly diminished by
dapsone in a dose-dependent manner. The 25 mg/Kg dose was able to reduce (N)
penetration almost to control values both when administered 3 or 5 h after SCI.

Results from the present study demonstrate that systemically administered dapsone is
able to diminish (N) penetration to the site of spinal cord injury and then may help to
reduce free radicals overproduction and tissue damage to the surrounding tissue.
Supported by CONACYT grant 70064.
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Introduccidn. En la etapa aguda de la lesién traumatica de la médula espinal (LTME) se
activan mecanismos que llevan a la pérdida de tejido, entre estos, la respuesta
inflamatoria tiene un participacién importante al observarse un reclutamiento de neutréfilos
en el sitio lesionado, asi como la activacion de la mieloperoxidasa (MPQO), que produce
acido hipocloroso (HCIO). La dapsona ha mostrado un efecto anti-inflamatorio en
enfermedades caracterizadas por la acumulacién de neutréfilos y un efecto neuroprotector
en isquemia e infarto cerebral.

Objetivo. Determinar la dosis-respuesta del tratamiento con dapsona con base en la
presencia de neutréfilos y MPO asi como en la cantidad de tejido preservado en un
modelo de LTME en rata

Materiales y métodos. Se utilizaron ratas Wistar hembras sometidas a una LTME,
tratadas con 12.5, 25 y 37.5 mg/kg de dapsona 3 h después del dano. El analisis
histolégico se realizO mediante técnicas de tincién, asi como por un estudio
inmunohistoquimico de neutréfilos y MPO con el anticuerpo secundario bitinilado
estreptavidina-HRP.

Resultados. La infiltracion de neutréfilos y la cantidad de MPO en el tejido danado fue
menor, mientras que la cantidad de tejido preservado fue mayor en los animales tratados
con las dosis de 25 y 37.5 mg/kg en comparacion con los animales tratados con vehiculo.

Discusion. En este trabajo observamos una reduccion dosis-dependiente de la cantidad
de neutrdfilos infiltrados en el tejido por efecto de la dapsona. La actividad de MPO se
redujo y hubo menor pérdida de tejido en los animales tratados con dapsona, quizd como
consecuencia de la disminucion del dafo oxidativo generado por esta enzima.

Conclusion. Con base tiene estos resultados concluimos que la dapsona tiene efecto

regulador de la quimiotaxis de neutrofilos que lleva a una menor cantidad de MPO y a
través de este mecanismo ejerce un efecto neuroprotector.
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Abstract: After spinal cord injury (SCI) mechanisms are activated that result in tissue loss.
Inflammatory response plays a key role by neutrophils and macrophages recruitment into the
injured site as well as myeloperoxidase enzyme (MPO) activation, which produces
hypochlorous acid (HCIO) from hydrogen peroxide (H202). Dapsone or 44'-
diaminodiphenylsulfone (DDS) has shown anti-inflammatory effects in diseases characterized
by neutrophil accumulation and a neuroprotective effect in ischemia and brain infarction
models in animals, as well as in patients. Previously, our group showed that dapsone reduces
neutrophils infiltrated in epicenter lesion, so the objective of this work was determining the
dose-response of DDS to decrease the number of neutrophils, macrophages, MPO activity and
spared spinal cord tissue compared to treatment with vehicle.

Female Wistar rats were subjected to SCI by contusion and were treated with 12.5, 25 and
37.5 mg/kg of DDS as a single-dose 3 hours after injury. Then, damaged epicenter of spinal
cord tissue was obtained 24 hours after injury. Approximately 1 cm of the spinal cord where
there was damage was removed after perfusion and embedded in paraffin blocks. Longitudinal
sections 5 microns were obtained. Histological analysis was performed using staining
techniques for neutrophils and macrophages, as well as an immunohistochemical study for
MPO with secondary antibody biotinylated streptavidin-HRP. The number of macrophages in
epicenter lesion was determined by flow cytometry and MPO activity was measured by UV-
spectroscopy by absorbance change when o-dianisidine and hydrogen peroxide were added to
samples as substrates. Results of enzyme activity were expressed as international units of
MPO per gram wet tissue, where one international unit of MPO activity was defined as 1 ymol
hydrogen peroxide metabolized per minute at 25 °C.

Neutrophil and macrophages infiltration and MPO activity in the damaged tissue was reduced
in animals treated with doses of 25 and 37.5 mg/kg as compared to animals treated with
vehicle. In this study we observed a dose-dependent reduction of the number of neutrophils
infiltrating the tissue effect of dapsone.

Macrophages and MPO activity was reduced and there was loss tissue in animals treated with
dapsone, perhaps as a result of reduced oxidative damage generated by this enzyme. We
conclude that the regulatory effect of dapsone on neutrophils and macrophages chemotaxis
leads to a lower amount of MPO and through this mechanism exerts a neuroprotective effect.
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