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RESUMEN

Después de una lesion traumatica de la médula espinal (LTME) el dafio se
incrementa por la accion de una serie de mecanismos autodestructivos. Para
inhibir o disminuir estos fenémenos, se han utilizado diversos tratamientos
neuroprotectores, sin embargo, su eficacia no ha sido satisfactoria. Por tal
motivo se siguen desarrollando otras estrategias neuroprotectoras a nivel
experimental y clinico. En este trabajo, se propone el uso de la metalotioneina
I (MT IlI) una proteina antioxidante con capacidad para atrapar radicales
hidroxilo y superdxido, como tratamiento neuroprotector después de una LTME,
y la caracterizacion de las isoformas |, Il y Il de la proteina por Electroforesis
Capilar de Zona (ECZ), con la finalidad de elucidar el papel especifico de cada
isoforma en el organismo. Para este estudio se realiz6 la evaluacion de la
recuperacion funcional de las patas traseras de animales sometidos a LTME,
utilizando para ello la escala BBB que evalua la calidad de la marcha, para lo
cual se utilizaron ratas Wistar hembras de 200 a 250gr, que fueron divididas en
cuatro grupos (grupo control sin tratamiento y tres grupos experimentales), los
cuales fueron tratados con 3 diferentes dosis de MT (3.2,10.0 y 100.0ug) por
via i.p. a las 2 y 8 horas después de la lesion de acuerdo a los niveles minimos
presentes en el sitio del dafo. Al término del estudio los animales fueron
perfundidos con formol al 10% para obtener muestras de tejido medular y
posteriormente se utilizé la técnica histolégica de Kliver Barrera para poder
realizar la cuantificacion del tejido preservado. Por otra parte, para la
determinacion de las isoformas de la MT, los animales fueron divididos en cinco
grupos: grupo control (animales sacrificados después de 2hrs de la
laminectomia); y animales sometidos a LTME vy sacrificados 2, 4, 12 y 24 hrs
después de la lesidbn. En cuanto a los resultados de la evaluacion de la
recuperacion funcional de los animales y la cuantificacion del tejido preservado,
se demostr6 una mayor recuperacibn en los animales que recibieron
tratamiento con MT con dosis de 10 y 100ug, al ser comparados con el grupo
control (lesionado sin tratamiento). También se caracterizaron y cuantificaron
las isoformas de la MT I, MT Il y MT Illl. De acuerdo con los resultados
obtenidos se puede concluir que la MT es un tratamiento neuroprotector
efectivo después de una LTME por contusion en ratas.
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INTRODUCCION

La lesion traumatica de la médula espinal (LTME), es un problema de salud
publica que puede afectar sobre todo a la poblacion en edad laboral. Las
repercusiones de una LTME rebasan el ambito familiar y las consecuencias fisicas
y emocionales de dicha lesion pueden llegar a ser devastadoras (Chinnoc y cols.,
2008), por lo que la busqueda de tratamientos que ayuden a recuperar la funcién

motora y que mejoren la calidad de vida después una lesion, se ha incrementado.

De acuerdo a la Asociacién Nacional de Lesion de Médula Espinal, las lesiones
son ocasionadas en un 42% por accidentes vehiculares, incidentes violentos 28%,
caidas 22% y deportes 8% (Edward, 2009).

Se calcula que la incidencia anual de LTME en México es de 18.1 nuevos casos
por millbn de habitantes y ocurre con mas frecuencia en hombres en edad
productiva (16 a 35 anos de edad), mientras que en Estados Unidos (EU),cada
afno, alrededor de 11 000 individuos sufren LTME. Es probable que dichos datos
estén subestimados, ya que no se registran los casos en los cuales la victima
muere inmediatamente después de la lesién o en los que existen otras anomalias
neuroldgicas. Se considera, ademas, que en EU aproximadamente 20 victimas por
cada millén de habitantes (4 860 por afio) mueren antes de llegar al hospital y que
el costo anual del tratamiento de los pacientes que sobreviven se aproxima a los
11 mil millones de ddlares (Sandino, 2007).



ANTECEDENTES

La lesidbn de la médula espinal se caracteriza por alteraciones funcionales y
sensitivas en diferentes niveles y grados de extensién, asi como por disfuncién
vesical, intestinal y sexual. El principal objetivo en el tratamiento inicial del
paciente con lesion medular es conseguir su supervivencia y prevenir toda pérdida
adicional de la funcién neuroldgica (Barnés y cols., 2002).

Las referencias a las lesiones de la médula espinal y la busqueda de opciones de
tratamiento se remontan a la antigiedad. De acuerdo a el médico griego
Hipocrates (460-377a.C.), no existian opciones de tratamiento para las lesiones de
la médula espinal que causaban paralisis, sin embargo, si utiliz6 formas
rudimentarias de traccion para tratar las fracturas de la columna que no resultaban
en paralisis. La Escalera Hipocratica, era un dispositivo en el que el paciente era
atado, amarrado de cabeza a unos escalones y era sacudido vigorosamente para

reducir la curvatura vertebral (figura 1).

Figura 1. Imagen en la que se muestran la escalera hipocratica, un dispositivo antiguo que

se utilizaba para corregir deformidades de la columna (National Institutes of Health.2005).



En su texto de anatomia publicado en 1543, el médico y profesor renacentista
Vesalius describi6 e ilustrd la médula espinal y todos sus componentes; asi los
términos utilizados para identificar los segmentos de la columna: cervical, dorsal,
lumbar, sacra y coccigea, provienen directamente de Vesalius (National Institutes
of Health, 2005).

A partir de entonces, se intentaron diferentes tipos de tratamiento para la LTME,
como el uso de esteroides, antagonistas de receptores a glutamato, la inhibicion
de la sintasa de oxido nitrico, o la modulacién de la respuesta inflamatoria (Kwon y
Wolfram, 2001).

Posteriormente, en la década de los 80s y 90s, el empleo de la metilprednisolona
como una opcidon de tratamiento (Bracken y cols.,, 1990) y el posterior
descubrimiento de que esta podria reducir el dafo a las células nerviosas si se
administraba en las primeras horas después de una lesion, les dio a los médicos
una opcién adicional de tratamiento ademds de la quirdrgica (Bracken vy
cols.,1997).

La metilprednisolona es un tratamiento que ayuda a reducir el dafio causado por la
inflamacion y debe utilizarse en dosis altas, pero es necesario tomar en cuenta
que el uso de altas dosis, asi como el uso prolongado de dicho glucocorticoide
puede derivar en reacciones secundarias graves como insuficiencia cardiaca o el

aumento de la presion intracraneal, entre otras (Hurlbert y cols., 2008).

Debido a las consecuencias devastadoras de la LTME, los intentos por ayudar a
mejorar la sensibilidad y la movilidad de los pacientes han incluido el uso de una
gran variedad de alternativas que pudieran llevar a un tratamiento efectivo. Entre
estas alternativas encontramos el uso de gangliésidos, que son compuestos que
se encuentran naturalmente en las membranas celulares y que se han utilizado en
ensayos clinicos, aunque todavia no ha surgido evidencia que indique que el
tratamiento con gangliésidos mejore la funcidén neuroldgica o la calidad de vida de
los pacientes (Chinnoc y cols., 2008).



Otra alternativa, es el tratamiento quirurgico que representa una opcion clasica
para pacientes con lesiones 6seas severas e inestabilidad. El objetivo del
tratamiento quirdrgico de las lesiones vertebrales es restaurar la estabilidad de la
columna para preservar o mejorar la funcién neuroldgica, manteniendo el maximo
de segmentos maviles y favorecer la rapida movilizacion de los pacientes. Para
ello, los implantes utilizados precisan ser estables por si mismos en flexion vy
rotacién, para que permitan restaurar el alineamiento de la columna en sus
diferentes segmentos (Benlloch,1993). Sin embargo, existe controversia en cuanto

a las indicaciones quirurgicas debido a que es un procedimiento invasivo.



MARCO TEORICO
Sistema Nervioso Central

Anatémicamente, el sistema nervioso central (SNC) esta formado por el encéfalo
dentro del craneo y la médula espinal que se extiende por el conducto vertebral,
hasta aproximadamente la primera y segunda vértebras lumbares (Chusid,1987).

Encéfalo

El encéfalo es la principal area integradora del sistema nervioso y es el érgano
mas protegido del cuerpo, encerrado en un craneo resistente y delgado, flotando
en un bano de liquido cefalorraquideo (LCR), que contiene el espacio
subaracnoideo. Recibe continuamente aproximadamente un 20% del flujo
sanguineo del corazén y esta protegido por la barrera hematoencefalica. Contiene
una serie de cavidades interconectadas, llamadas ventriculos, llenas de LCR. El
LCR se produce en un tejido especial, con un riego sanguineo especialmente
abundante, llamado plexo coroideo (Carlson, 2006).

El encéfalo se divide en 6 partes: cerebro (telencéfalo), diencéfalo, mesencéfalo,

cerebelo, protuberancia y bulbo raquideo o bulbo.

El cerebro (telencéfalo), esta compuesto por dos grandes masas bilaterales, los
hemisferios cerebrales, que estan conectados entre si por medio de varios haces
de fibras nerviosas, en cuya parte externa se identifica la corteza cerebral y en la
parte interna el sistema limbico y los ganglios basales. El cerebro esta dividido en
cuatro l6bulos mayores y un quinto menor. Los l6bulos mayores son: lébulo
frontal, 16bulo parietal, I6bulo occipital y Iébulo temporal, (figura 2); el I6bulo

menor es la insula (Carlson, 2006).



Lébulo frontal Lébulo parietal

Lébulo
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Figura 2. Vista sagital de parte del encéfalo en la que se pueden observar los cuatro [6bulos
mayores del cerebro.

Meédula Espinal

La médula espinal es una masa cilindrica de tejido nervioso situada dentro del
canal vertebral. Desempefa dos funciones muy importantes: en primer lugar sirve
como conducto para muchas vias nerviosas que van y vienen del encéfalo. En
segundo lugar, sirve como éarea integradora para muchas actividades nerviosas
subconscientes, como el reflejo de retiro de una parte del cuerpo ante un estimulo
doloroso, la rigidez refleja de las piernas cuando una persona se para sobre sus
pies e incluso los movimientos reflejos crudos de la locomocién (Guyton, 1999).
Esta protegida por la columna vertebral (figura 3), que estd compuesta por 33
vértebras unidas por ligamentos y cartilagos. Las 24 superiores estan separadas
una de la otra y son mdviles, las nueve inferiores son fijas, cinco de ellas se

fusionan formando el sacro y las ultimas cuatro el coccix (Chusid, 1987).
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Figura 3. Imagen en la que se puede observar la médula espinal protegida por la columna
vertebral.



La columna vertebral se extiende desde la base del craneo hasta el céccix y su
longitud es variable segun el grado de sus curvaturas y la talla de la persona (70

cm en hombres y 60 cm en mujeres, aproximadamente).

Cada vértebra presenta un canal vertebral, por donde transcurre la médula, dos
apdfisis transversas y una espinosa. Entre los cuerpos vertebrales de las
cervicales, dorsales y lumbares, existe una almohadilla fibrosa que en su centro

contiene tejido hialino, llamado disco intervertebral (Guyton, 1999).

Las vértebras se reparten en 5 regiones: cervical, toracica (dorsal), lumbar, sacra y
coccigea, como se puede observar en la figura 4. De acuerdo a lo anterior, cada

vértebra lleva el nombre de la region a la que pertenecen:

b 7 vértebras cervicales (C1 a C7)

P 12 vértebras toracicas (T1 a T12)

P 5 vértebras lumbares (L1 a L5)

b 5 vértebras sacras (S1 a S5)

B 4 vértebras coccigeas (Col a Co5)

Las vértebras sacras y coccigeas estan fusionadas y forman respectivamente el

sacro y el coccix (Snell, 2003).

7 vértebras cervicales

12 vértebras toracicas

5 vértebras lumbares

Figura 4. Imagen en la que se muestran las regiones de la columna vertebral.



La médula espinal en el hombre adulto mide aproximadamente 45cm, siendo
menor en la mujer. Termina aproximadamente en el extremo inferior de la segunda
vértebra lumbar, porque durante el crecimiento del feto y el nifo no sigue
creciendo cuando la columna vertebral se alarga. A pesar de ello, aun existen los
segmentos lumbares inferiores y sacros de la médula espinal, y los nervios
espinales lumbares y sacros nacen en la médula, pero surgen mas altos en el
canal vertebral porque los niveles de los segmentos medulares ya no
corresponden a los de las vértebras. Entonces, los nervios discurren hacia abajo y
atraviesan el canal inferior formando un haz grande denominado cola de caballo;
cada uno de ellos finalmente surge a través del agujero intervertebral, lumbar o
sacro apropiado (Guyton, 1999).

Estructura interna de la médula espinal
La médula espinal esta compuesta por la sustancia gris y la sustancia blanca, esta
ultima se encuentra sobre la superficie mientras que la sustancia gris es profunda

(figura 5).
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Figura 5. Imagen de la médula espinal en donde se pueden ver expuestas el area de sustancia

gris (con forma de H) y el area de sustancia blanca.

Los cuerpos de las células nerviosas se encuentran en la sustancia gris donde
también se localizan muchas fibras nerviosas cortas, mientras que en la sustancia
blanca sélo existen tractos de fibras (la mayoria de ellas mielinicas) y glia. Las
astas de sustancia gris a cada lado de la médula se denominan respectivamente:
1) asta gris ventral o asta gris anterior, 2) asta gris dorsal o asta gris posterior y 3)

asta gris lateral (Carpenter, 1994).



En el asta ventral se ubican las motoneuronas anteriores, es decir, los cuerpos de
las células nerviosas que envian fibras a través de los nervios espinales a los
musculos para producir la contraccion muscular. En el asta gris dorsal se
encuentran los cuerpos de las células nerviosas que reciben sefiales sensitivas de
los nervios espinales (figura 6). Mientras que en el asta gris lateral, las células
nerviosas dan origen a las fibras del sistema nervioso autbnomo que controla los

organos internos (Guyton, 1999).

Figura 6. Imagen de la médula espinal en la que se pueden observar el asta gris ventral o asta gris

anterior y el asta gris dorsal o asta gris posterior.

En el centro de la substancia gris se localiza el canal central de la médula (canal

ependimario), vestigio de la luz del tubo neural del embridn (Snell, 2003).

Cada nervio espinal se conecta con la médula a través de dos raices
denominadas dorsal y ventral (también llamadas raiz posterior y raiz anterior). A
su vez cada una de estas raices ingresa o abandona la médula por medio de 7 a
10 pequenos filamentos radiculares. La raiz dorsal también se denomina raiz
sensitiva, porque lleva casi exclusivamente fibras sensitivas, y la raiz anterior se
denomina raiz motora, porque lleva casi en su totalidad fibras motoras a los
musculos, para provocar la contraccién o al sistema nervioso autonomo para
controlar la actividad de los dérganos internos. Las fibras nerviosas de la raiz
ventral se originan en neuronas de las astas grises ventral y lateral, y parten de la
meédula por su margen anterolateral en los filamentos radiculares ventrales
(Guyton,1999).



La sustancia gris de la médula, desempefna dos funciones. En primer lugar, a
través de su sinapsis transmite senales entre la periferia y el encéfalo en ambas
direcciones. El relevo de las senales provenientes de las raices sensitivas de los
nervios espinales se realiza principalmente en las astas dorsales, después se
dirigen hacia arriba, por la sustancia blanca medular, a las distintas areas
sensitivas del encéfalo. El relevo de las sefales motoras provenientes de los
tractos nerviosos que descienden del encéfalo hacia las raices motoras de los
nervios espinales se realiza en especial, en las astas ventrales y laterales
(Guyton,1999). En segundo lugar la sustancia gris medular sirve para integrar
algunas actividades motoras. Por ejemplo, cuando se somete la mano a un
estimulo doloroso, las sefales sensitivas que ingresan a la médula producen una
reaccion inmediata en la sustancia gris de la region medular correspondiente a la
mano. En una fraccién de segundo ello conduce a sefiales motoras que provocan
el retiro de la mano del estimulo doloroso, lo que se denomina reflejo flexor, reflejo
de retirada o reflejo doloroso.

La sustancia blanca medular esta dividida en las siguientes columnas: 1) dos
columnas blancas dorsales o posteriores, 2) dos columnas blancas laterales, una
ubicada a cada lado de la médula por fuera de la sustancia gris, y 3) dos columnas
blancas ventrales o anteriores, que se ubican entre las astas grises ventrales y por
delante de ellas. Todas estas columnas contienen tractos de fibras que discurren a
lo largo de toda la médula (Guyton,1999).

Membranas meningeas

Entre el tejido nervioso y las cavidades éseas que lo contienen, se desarrollan
unas membranas de tejido conectivo denominadas meninges. Estas comprenden
tres capas yuxtapuestas al tejido nervioso que rodean la médula espinal y son:
piamadre, aracnhoides y duramadre (figura 7).

La piamadre es una membrana de tejido conectivo muy delicada y esta en
contacto directo con la superficie del encéfalo y la médula espinal. La piamadre es
la Unica capa meningea que se introduce en el tejido nervioso y lo hace como la
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vaina de tejido conectivo perivascular de los vasos sanguineos encefélicos vy

medulares (Carpenter M, 1994).

La aracnoides limita con la superficie interna de la duramadre y envia delicadas
trabéculas aracnoideas hacia la piamadre en la superficie del encéfalo y de la
médula espinal. Estas trabéculas, compuestas por tejido conectivo laxo, tienen
aspecto de telarana y de ahi, el nombre de esta membrana. El espacio que cruzan
las trabéculas es el espacio subaracnoideo, el cual contiene el LCR.

En la cavidad craneal, la duramadre, que es una lamina relativamente gruesa de
tejido conectivo denso, estd en continuidad con el periostio de los huesos
craneanos. Dentro de la duramadre hay espacios revestidos por endotelio que
sirven como conductos principales para la sangre que retorna del encéfalo. Estos
senos venosos reciben sangre de las principales venas cerebrales y la llevan a las
venas yugulares internas. En el conducto vertebral, el periostio que recubre a las
vértebras esta separado por tejido adiposo de la duramadre, la cual forma un tubo
separado que rodea la médula espinal (Carpenter, 1994).

sustancia blanca sustancia gris
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Figura 7. Imagen en la que se puede apreciar las membranas meningeas que protegen a la

médula espinal.
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Células nerviosas del SNC

Existen dos clases principales de células en el SNC: las células nerviosas

(neuronas) y las células gliales (glia).

Las células gliales son las mas numerosas en todas las regiones del SNC de los
vertebrados, estas células rodean los cuerpos celulares, los axones y las dendritas
de las neuronas (Regan, 1998). Son células de sostén (Carlson, 2006), ya que
sostienen a las neuronas, dando estructura al encéfalo. También separan grupos
neuronales y conexiones sinapticas entre si. Algunas células gliales son fagocitos
y tras una lesién impiden la muerte de las neuronas, parte de la glia capta también
transmisores quimicos liberados por las neuronas durante la transmisién sinaptica.
A lo largo del desarrollo cerebral, algunas clases de células de la glia (glia radial),

dirigen a las neuronas que emigran y el crecimiento de los axones (Kandel, 2000).

La glia se divide en dos tipos principales: microglia y macroglia. La microglia esta
constituida por fagocitos que se movilizan después de una lesion, infeccidn 6
enfermedad. No se sabe mucho sobre la actividad de las células de la microglia en
reposo pero se ha documentado que se activan y son reclutadas ante eventos
traumaticos o perjudiciales. La célula activada es capaz de expresar una gama de
antigenos, lo que sugiere que puede actuar como la principal célula presentadora
de antigenos del SNC (Kolb,1990).

Hay tres tipos de células de macroglia: oligodendrocitos, células de Schwann y
astrocitos. Los oligodendrocitos y las células de Schuwann son células pequefias
provistas de un numero relativamente escaso de apéndices. Ambos tipos de
células desempenan la importante tarea de aislar los axones, formando una vaina
de mielina, tras enrollar alrededor del axén una apretada espiral con sus
prolongaciones membranosas. Los oligodendrocitos se encuentran en el SNC,
mientras que las células de Schuwann se localizan en el sistema nervioso
periférico (SNP). La mielina producida por estas células difiere en su composicion
qguimica (Kandel, 2000).
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Los astrocitos, las células gliales mas numerosas, deben su nhombre a sus cuerpos
celulares irregulares (en forma de estrellas). Los astrocitos ayudan a mantener la
concentracién correcta de iones de potasio en el espacio extracelular entre las
neuronas. Cuando una neurona se descarga, se produce un flujo de iones de
potasio al exterior de la célula. La descarga repetida puede provocar un exceso de
potasio extracelular que podria interferir en la transmisién de senales entre las
células proximas. Debido a que los astrocitos son muy permeables al potasio,
pueden captar el exceso de éste y asi proteger las neuronas vecinas. Ademas los
astrocitos captan neurotransmisores de las zonas sinpticas después de su
liberacién y de este modo ayudan a regular la actividad sinaptica eliminando
transmisores (Kolb, 1990) de la hendidura sinaptica.

Las neuronas (figura 8) son las principales unidades de senalizacién del SNC. Una
neurona tipica tiene cuatro regiones definidas morfoldégicamente: el cuerpo celular,
las dendritas, el axén y las terminales presinapticas. Cada una de estas regiones
desempena una funcién diferenciada en la generacion de senales y la
comunicacion de las mismas entre las neuronas. El cuerpo celular (soma) es el
centro metabolico de la célula. Contiene el nucleo, que almacena los genes de la
célula, asi como el reticulo endoplasmico, una extensién del nicleo donde se
sintetizan las proteinas de la célula. El cuerpo celular es el origen de dos clases de
prolongaciones: varias dendritas cortas y un unico axon largo, tubular. Las
dendritas se ramifican como un arbol y son el aparato principal de recepcion de
sefales procedentes de otras neuronas. El axén sale del cuerpo celular y es la
principal unidad de conduccion de sefnales a otras neuronas. El axén es capaz de
transmitir sefnales eléctricas, denominadas potenciales de accién que se inician en
el monticulo del axén, a partir del cual son conducidos a lo largo del axén, sin
interrupciones ni distorsiones. La amplitud de un potencial de accién que recorre el
axén permanece constante porque el potencial de accién es un impulso que se
regenera con intervalos regulares a lo largo del axén. Los potenciales de accion
constituyen las sefales mediante las cuales el cerebro recibe, analiza y transmite

informacion (Kandel, 2000).
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Cerca de su terminacion, el axon tubular se divide en finas ramas que forman los
sitios de comunicacién con otras neuronas. El punto en que se comunican dos
neuronas se conoce como sinapsis. La neurona que transmite una senal se
denomina célula presinaptica, mientras que la que recibe la sefial se conoce como
célula postsinptica. La célula presingptica no tiene contacto anatémico con la
postsinaptica, ya que ambas células estan separadas por la hendidura sinaptica
(Kandel, 2000).

Dendritas

0
Axdn

‘E “\

Figura 8. Estructura de una neurona.

Las neuronas se clasifican en tres grupos funcionales principales: sensitivas,
motoras e interneuronas O neuronas intercalares. Las neuronas sensitivas
transmiten informacién desde la periferia del cuerpo al sistema nervioso llevando
informacion de percepcion y de coordinacion motora, mientras que las neuronas
motoras lo hacen en sentido inverso transmitiendo 6rdenes a los musculos y a las
glandulas. Las interneuronas son todas aquellas que no son especificamente ni

sensitivas ni motoras.

Senales nerviosas

Como ya se comentd anteriormente, el punto en que se comunica una neurona
con otra recibe el nombre de sinapsis. Las dos formas basicas de transmisién
sindptica que existen son la quimica y la eléctrica. La transmisién sinaptica
quimica depende de la liberacion de un neurotransmisor por la neurona
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presinaptica. Un neurotransmisor es una sustancia quimica que se une a
receptores especificos de la membrana de la célula postsinaptica, la liberacién del
neurotransmisor se produce en las terminales presinapticas, que son unos
engrosamientos especializados del axon. Las terminales presinapticas contienen
grupos de vesiculas singpticas individuales, cada una de las cuales estd ocupada
por varios miles de moléculas de un transmisor especifico. Durante la descarga de
un potencial de accién presinaptico, el Ca®* entra en la terminal presinaptica a
través de los canales de Ca®* sensibles a voltaje en la zona activa. El aumento de
la concentracion intracelular de Ca®* hace que las vesiculas se fusionen con la
membrana presinptica y liberen su neurotransmisor en la hendidura sinaptica

mediante un proceso denominado exocitosis (Siegelbaum, 2000).

Por otra parte, la sinapsis eléctrica proporciona una transmision instantanea de la
sefnal. En esta, la corriente que despolariza la célula postsinaptica es generada
directamente por los canales i6nicos sensibles al voltaje de la célula presinaptica
(Siegelbaum, 2000).

En reposo, todas las células, incluidas las neuronas, mantienen una diferencia de
potencial eléctrico a ambos lados de la membrana plasmatica. Esta se conoce
como potencial de reposo de la membrana. La diferencia de potencial es resultado
de la distribucién desigual en ambos lados de la membrana de los iones dotados
de carga eléctrica, en concreto los iones de Na+ y K+ de carga positiva y los
aminoacidos y proteinas de carga negativa, y la permeabilidad selectiva de la
membrana al K+ (Kandel, 2000).

La distribucidén desigual de iones de carga positiva a ambos lados de la membrana
celular se mantiene por una proteina de membrana que bombea Na+ al exterior de
la célula y K+ a su interior, esta bomba mantiene una concentracion baja de Na+

en el interior de la célula y una alta concentracion de K+.

Las células excitables como las células musculares y nerviosas, difieren de otras
células en que su potencial de membrana se puede modificar rapidamente; esta

variacidbn puede servir como mecanismo de sefalizacion. La reduccién del
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potencial de membrana hace que la membrana sea mucho mas permeable al Na+
que al K+. Este flujo de iones de Na+ de carga positiva hacia el interior tiende a
neutralizar la carga negativa del interior de la célula y tiene como consecuencia
una reduccién aun mayor del potencial, el potencial de accién (impulsos nerviosos
rapidos). El potencial de accidén se conduce a lo largo del axén de la célula a las
terminales axoénicas que terminan sobre otras células, donde el potencial de

accién inicia la comunicacion con células adyacentes (Koester y cols., 2000).

La transmisién de sefnales nerviosas es la funcién basica del sistema nervioso,
estas sefnales son transmitidas por potenciales de accidén (el término potencial
hace referencia a una fuente de energia almacenada). Para conducir una senal
nerviosa el potencial de accion se mueve a lo largo de la fibra hasta que llega al

extremo de ésta (Guyton, 1999).
Las etapas sucesivas del potencial de accion son las siguientes:

1) Periodo de reposo: es el potencial de membrana en reposo antes de que
produzca el potencial. Durante este periodo se dice que la membrana esta

polarizada, por el potencial de membrana muy intenso presente.

2) Periodo de despolarizacién: en este punto, la membrana se torna muy
permeable a los iones sodio, lo que permite que grandes cantidades de
éstos fluyan hacia el interior del axén. Se pierde el estado polarizado vy el
potencial se eleva rapido en direccion positiva. Esto se denomina
despolarizacién.

3) Periodo de repolarizacién: después de que la membrana se torné
sumamente permeable a los iones Na+, los canales de Na+ comienzan a
abrirse mas de lo normal. Luego la rapida difusiéon de los iones K+ hacia el
exterior restablece el potencial de membrana en reposo negativo normal, lo

cual se denomina repolarizacion de membrana (Guyton,1999).

En las neuronas motoras, cada potencial de accion libera suficiente acetilcolina

como para despolarizar la membrana postsinaptica de la fibra muscular hasta su
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umbral de potencial de accidn. La acetilcolina liberada de las terminales
presinapticas es rapidamente hidrolizada por la acetilcolinesterasa y la fibra
muscular queda preparada para responder de nuevo al siguiente potencial de
accion. Todas las fibras musculares inervadas por la misma neurona motora
responden de forma sincronica a cada potencial de membrana. El axdén de cada
neurona motora sale de la médula espinal por una raiz ventral y atraviesa ramas
de nervios periféricos progresivamente mas finas hasta penetrar en el sitio de

control (musculo) (Rowland, 2000).

Estudios experimentales han mostrado que enfermedades o lesiones que
producen desmielinizacion hacen mas lenta la velocidad de conduccién, y a
medida que la desmielinizacién se hace mas intensa, la conduccién se bloquea.
Este bloqueo puede ser intermitente, sélo con altas frecuencias de descarga
nerviosa, o completo. En 1876, el neurdlogo aleman Wilhelm Erb, estudié nervios
humanos lesionados con métodos eléctricos y concluyd que la lesién bloquea los
impulsos de origen central, incluso aunque el segmento de nervio distal a la lesién

siga siendo funcional (Rowland, 2000).

Fisiopatologia de la Lesion Traumatica de la Médula Espinal .

La fisiopatologia de la lesion traumatica de la médula espinal (LTME) involucra
una compleja cascada de eventos que comprometen la funcionalidad nerviosa por
debajo del sitio de lesidon. Esto se debe a la muerte neuronal y falla axonal como
resultado del dafo provocado (Mocchetti y cols., 1995).

El nivel o sitio de lesion es el punto por debajo del cual existe una disminucion o
ausencia de sensacion (nivel sensitivo) y/o movimiento (nivel motor). Por ejemplo,
una lesion a nivel toracico 9 (T-9) significa que la persona tiene una disminucion o
pérdida de sensacion y movimiento por debajo del noveno segmento dorsal de la

médula espinal.

El dafio que se presenta después de una LTME se divide en dos eventos

cronoldgicos: la lesién primaria y la lesién secundaria.

17



Lesion primaria

La lesion primaria involucra la destruccién focal del tejido nervioso debido al
impacto mecanico sobre la médula espinal. La fuerza mecanica aplicada sobre el
sitio de lesion primaria lastima a las membranas de células neuronales y
endoteliales, lo que provoca una zona hemorragica de necrosis que se localiza
predominantemente en la materia gris debido a la consistencia suave y a la

naturaleza vascular de esta regién (Profyris y cols., 2004).

Asi, la lesion primaria provoca destruccion mecanica de estructuras nerviosas,
lesidbn vascular directa y hemorragia, e incluso seccion medular completa. En
estos casos el dano suele producirse por fragmentos 6seos y/o desplazamientos
anormales de los elementos vertebrales. Los desplazamientos éseos dentro del
canal medular, como productos del impacto traumatico, generan edema vy
hemorragias. A los pocos minutos se suceden micro hemorragias por ruptura de
las vénulas o de las arteriolas, y se extienden axial y radialmente. El aumento de
la presién intersticial disminuye aun mas el flujo sanguineo medular, generando

hipoxia y creando una zona de penumbra (Barranco y cols., 1999).

Lesion secundaria

La lesién primaria trae como consecuencia una ola progresiva de dafo que se
denomina lesién secundaria, en la cual se activan mecanismos nocivos de ataque
gue agravan la lesion.

Los signos mas tempranos de agravamiento de la lesion son visibles 2 horas
después del traumatismo, cuando au se puede observar la expansién del sitio
hemorragico. Después de 24 hrs la hemorragia sigue creciendo y la materia gris y
blanca que se encuentra préxima al sitio de lesion pierde su definicidbn y se
perciben como un tejido blando e hinchado, debido al incremento del edema. La
evidencia de hemorragia sigue siendo muy notoria incluso después de 3 dias, y
desaparece totalmente hasta los 8 dias después de la lesidn. Las regiones
dafiadas son posteriormente cubiertas con tejido cicatrizante (Profyris y cols.,
2004).
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La activacion de diversos eventos que llevan a la célula a la muerte, caracterizan
la lesion secundaria.

En las etapas tempranas después de ocurrida la LTME se observa un proceso
isquémico debido al dafo ocasionado a la micro-circulacion, generando una falla
energética que se traduce en la perdida de la regulaciéon ionica, este evento
involucra la movilizacién de cationes monovalentes y divalentes K+, Na+ y Ca®+.
Se incrementan las concentraciones de iones Na+ y Ca** intracelulares y

disminucién de los iones K+ (Hulsebosch, 2002).

Dentro de los primeros 15 minutos después de la lesidn, se observa un incremento
en las concentraciones de glutamato y otros aminoécidos excitadores (Diaz-Ruiz y
cols., 2007), como consecuencia del incremento en las concentraciones de Ca2+
intracelular por la despolarizacion de la membrana plasmatica (Agrawal y cols.,
1997). Esta excesiva liberacion de glutamato, principal neurotransmisor excitatorio
en el SNC, ha sido asociado con la presencia de excitotoxicidad en la materia gris
y blanca (Li y cols., 2000). Normalmente el glutamato es depurado del espacio
extracelular por los astrocitos y en menor grado por la microglia (Matute y cols.,
2006.), pero después de la lesidon el metabolismo de este neurotransmisor por los
astrocitos se encuentra alterado. Asimismo, la microglia y los macréfagos
activados pueden facilitar la acumulacion de glutamato en la hendidura sinaptica
(Piani & Fontana, 1994).

Durante este proceso también se incrementa el Ca?* intracelular y diversas
enzimas dependientes de Ca®* son activadas como son: la sintasa del éxido nitrico
constitutiva (Diaz-Ruiz y cols., 2002), la fosfolipasa C, la fosfolipasa A2, diversas
cinasas y fosfatasas, entre otras., iniciandose asi la sefalizacion de segundos
mensajeros y la generacién de radicales libres (RL) que llevan a la célula a un
estado de estrés oxidativo, estado donde se pierde el balance entre la generacién
de RL y la capacidad de las defensas antioxidantes (superdxido dismutasa,
catalasa, glutatién peroxidasa, etc.) para contrarrestarlos (Diaz-Ruiz y cols., 2000).

Asi mismo se activan proteasas como la calpaina que destruyen la mielina,
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favoreciendo un proceso desmielinizante (Ray y cols., 2003), por medio de estos

eventos se promueven la muerte celular tanto por necrosis como por apoptosis.

Otro evento que juega un papel muy importante en las etapas tempranas de la
lesidn es la respuesta inflamatoria, ya que desencadena diversas cascadas que
llevan a la produccion de RL y dano celular por la infiltracion de neutrdfilos,
eosinofilos, macréfagos, leucocitos y la activacion de la microglia (Tjoa y cols.,
2003).

Respuesta inflamatoria sistémica

Ante una agresion de cualquier etiologia, se desencadena un proceso inflamatorio
mediado por factores humorales y celulares que intenta limitar y reparar la lesion
producida. Estas reacciones se inician en el lugar de la agresibn aunque
determinan, mediante mediadores, una respuesta generalizada. En esta
respuesta, los macrofagos y monocitos son activados por la agregacion
plaquetaria y sus mediadores quimiotécticos, o directamente por los productos
bacterianos (endotoxinas) o los subproductos de la agresion (opsoninas). Las
citocinas son los mediadores mas importantes en el inicio de esta respuesta,
especialmente el TNFa considerado un determinante fisiopatolégico de la sepsis y
shock séptico (Garcia, 2000).

Los macréfagos activados producen un amplio espectro de mediadores y las
citocinas iniciales, IL-1 y TNF, son clave en el inicio de la respuesta. La propia
agresion, junto al TNFa, inducen una intensa respuesta celular con liberacién de
nuevos mediadores: otras citoquinas (IL-6, IL-8), factor activador de las plaquetas,
oxido nitrico, etc. Se liberan también citocinas antiinflamatorias (IL-4 e IL-10) que
disminuyen la produccion de TNFa en los monocitos como respuesta a la
agresién. En el endotelio, estas citocinas favorecen la expresion de moléculas de
adhesién (integrinas, selectinas y adherinas) para los monocitos y neutréfilos,
permitiendo su posterior migracion tisular. La liberacion de radicales libres y la
produccion de 6xido nitrico por las células endoteliales, junto con los derivados del
acido araquiddnico (tromboxanos, prostaglandinas y leucotrienos), generan una
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reactividad vascular anémala con vasodilatacion y extravasacion caracteristicas

del fendémeno inflamatorio (Garcia, 2000).

Estrés oxidativo

Los RL son definidos como aquellas especies quimicas que contiene un namero
impar de electrones y como consecuencia tiene un electréon no apareado en uno
de sus orbitales, por lo que son muy reactivos (McMurry, 2004).

En la mitocondria se lleva a cabo la sintesis de ATP a través de la fosforilacién
oxidativa, en este proceso, el oxigeno (O) es reducido hasta agua (H20). El O
acepta electrones uno a la vez, en un evento secuencial, generando anion
superéxido (O27), perdxido de hidrégeno (H20.), radical hidroxilo (OH'), y H2O. En
condiciones normales la formacion de RL es probablemente menor al 5%, sin
embargo esta produccién puede incrementarse, cuando la concentracién de Ca®*
o Na+ aumentan subitamente como respuesta a el proceso excitotoxico. A pH
fisiolégico el O, tiende a dismutarse formando H>O, y oxigeno, a través de las
diversas isoformas de la enzima superéxido dismutasa (SOD); el H.O,, a su vez
es destoxificado, por la catalasa, enzima que se encuentra localizada
principalmente en los peroxisomas, proceso que también es catalizado por la
glutatién peroxidasa (Dykens, 1994).

El H.O, no es un radical libre pero puede facilmente difundirse a través de las
membranas bioldégicas con un didametro semejante al O, asi estos pueden
generar un dafo citotdxico en sitios distantes de su generacion, proceso por el
cual se favorece la produccion del radical OH', altamente reactivo. Cuando el H20>
se encuentra en presencia de metales de transiciébn como el fierro y el cobre, se
generan altas concentraciones de OH:, por medio de la reaccion de Fenton
(Dykens, 1994).

El radical OH', es considerado el mas potente oxidante en los sistemas bioldgicos,
por su alta reactividad. Existen algunas defensas antioxidantes que tiene la
capacidad de atrapar este radical como la MT, una proteina intracelular de bajo
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peso molecular que consta de 61 a 62 residuos de aminoacidos no aromaticos
(Aschner,1996).

Bajo condiciones patolégicas leucocitos activados y macréfagos generan
cantidades masivas de O, y otros RL, asi, después de una lesidn, la generacién
de RL se ve incrementada, lo que induce muerte celular via apoptosis a través de
la oxidacién irreversible de proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Liu y cols., 2002).
La susceptibilidad del tejido nervioso, incluyendo la medula espinal, al dafo
generado por el estrés oxidativo puede ser explicado por la abundancia de acidos
grasos poliinsaturados, los cuales son especialmente susceptibles a la

peroxidacidn por los RL (Profyris, 2004).

Por otra parte, se sabe que el éxido nitrico (NO) tiene una importante participacién
en la etapa aguda de la lesién durante la generacion del estrés oxidativo. EI NO es
sintetizado por tres isoformas de la sintasa del 6xido nitrico (SON) de las cuales
dos son constitutivas y dependientes de calcio y una es inducible e independiente
de calcio (SONn, SONe, SONi respectivamente). En un trabajo realizado por Diaz-
Ruiz y cols. (2000) se demostrd que existe un incremento del 138% (comparado
con el grupo control no lesionado) en la actividad de la SON constitutiva 4 hrs
después de la lesiéon y un incremento del 103% en la actividad de la SON inducible
cuando fue evaluada 72 hrs después del dafio. La actividad de las isoformas
SONnN, SONi, SONe, se mantuvo en neuronas, microglia y células endoteliales,

respectivamente, en todos los estadios después de la lesidn.

Se ha determinado que el intervalo 6ptimo para intentar detener y revertir esta
cascada de acontecimientos es de 4 hrs, e idealmente de 2, ya que la inhibicién
del transporte axoplasmico comienza en este periodo, es marcada a las 4 hrs y

completa a las 6 horas del traumatismo (Diaz-Ruiz y cols., 2000)
Neuroproteccion

El termino neuroproteccién puede ser usado para definir las estrategias
empleadas para detener el dafo ocasionado al SNC y preservar asi su
funcionalidad, la cual podria verse comprometida ante la presencia de
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enfermedades neurodegenerativas o traumatismos (Hill, 2006). Para fines del
presente trabajo el objetivo de la neuroproteccién, es entonces, contener y
disminuir el dafio después del evento traumatico y mantener la mayor integridad

posible de las interacciones celulares del sistema nervioso.
Metalotioneina

La metalotioneina (MT), descubierta en 1957 por Margoshe y Vallee, se
caracteriza por presentar un bajo peso molecular (6-7 kD) y una secuencia de 61 a
68 amino&cidos, con una elevada proporcion de cisteina, que representa entre un
20 y 30 % de los residuos de aminoacidos totales (un total de 20 cisteinas), carece
de aminoacidos aromaticos, es termoestable y soluble en agua (Aschner, 1996).
En base a su estructura, las MTs se han dividido en diversas familias (Binz y cols.,
1999). En ratén estdn compuestas por un solo miembro (MT-I, MT-Il, etc.). En
humanos los genes que codifican para MT estan localizados en el cromosoma 16,
y conforman una familia de al menos 12 genes, algunos de los cuales no son
funcionales (Samson y cols., 1998). La MT es inducible en respuesta a metales
pesados y a una gran variedad de metabolitos como: glucocorticoides, glucagon,
interleucinas (IL), catecolaminas, progesterona, estrégeno e interferon, entre otros.

En mamiferos se han identificado cuatro isoformas de la proteina, denominadas
MT-1, MT-Il, MT-lll y MT-IV, de las cuales MT | y MT Il son las mejor
caracterizadas en cerebro donde la principal fuente de MT | y Il son los astrocitos y
aunque la expresion de estas proteinas en neuronas es inconsistente, se ha
observado que poseen un efecto protector directo sobre las neuronas (Pentkowa,
2006).

Estructura y funcion

La union metal-tiolato (Sqs-M-Seis) forma dos dominios globulares separados, el
dominio a y el dominio B, los cuales estan unidos por una pequefia region rica en
lisina. El dominio a contiene 11 cisteinas, mientras que el dominio B contiene 9
(figura 9). La MT habia sido considerada como una proteina estrictamente
intracelular, pero en anos recientes se descubrié que la proteina se distribuye
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tanto intracelular como extracelularmente. Intracelularmente la MT se distribuye en
el citoplasma y en organelos como lisosomas y mitocondrias, dependiendo de la
fase del ciclo celular, diferenciacion o del nivel de toxicidad, la MT es rapidamente
movilizada al ndcleo, como se ha observado que ocurre durante el estrés
oxidativo. Una posible explicacién es que debido a su tamano pequerno la MT

puede difundir a través de los poros nucleares (Pentkowa, 2006).

Figura 9. Imagen en la que se muestra la estructura quimica de la Metalotioneina.

Aunque el consenso general es que las MT | y Il se expresan por todo el SNC y
mayormente en los astrocitos (Acarin y cols., 1999), las neuronas expresan estas
proteinas en menor medida, mientras que en condiciones normales la microglia y

los oligodendrocitos no parecen expresarlas (van Lookeren y cols., 1999).

A diferencia de las MT-1 y Il que se localizan tanto en el cerebro como en tejidos
periféricos (Vela y cols., 1997), la MT-lll es una isoforma que se expresa
fundamentalmente en el SNC (Uchida y cols., 1991). Finalmente la MT-IV se ha

identificado Unicamente en células epiteliales escamosas (Vela y cols., 1997).

En la médula espinal se ha reportado que la MT se localiza en las motoneuronas
del asta anterior cervical y lumbar, ademas se ha observado en astrocitos, células
endoteliales y ependimales asi como en la aracnoides y en la piamadre
(Kiningham y cols., 1995).
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El contenido metalico puede variar segun el tejido, la situacion fisiolégica y las
condiciones ambientales. Es frecuente que la MT-l y la MT-Il contengan 7
equivalentes de metal divalente y bajo ciertas circunstancias se puede incrementar
el contenido de metales. La unién a los metales es reversible de manera que bajo
determinadas condiciones, como un descenso del pH o variaciones en el estado
redox, se pueden desplazar los atomos metdlicos de la molécula de MT
obteniendo asi la apoproteina. Normalmente las MT-I y -Il, al ser aisladas de
tejidos bioldgicos contienen 7 atomos de Zn por molécula, aunque también pueden
poseer ciertas cantidades de cobre (Cu). Las MT-IIl aisladas de cerebro bovino y
equino han demostrado contener 4 atomos de Cu y 3 de Zn por molécula, a
diferencia de las MT-I y -ll cerebrales que sb6lo contienen Zn (Carrasco y cols.,
2000).

La MT es una proteina antioxidante con capacidad para atrapar radicales OH y O,
por lo que puede representar una estrategia antioxidante para favorecer los
procesos de neuroproteccion después de una LTME (Pentkowa y cols., 2000).

Presumiblemente las funciones biologicas de las MT pueden correlacionarse con
sus propiedades quimicas y estructurales (Vasak y cols., 1994).

Las MTs son capaces de responder a determinados estimulos. Estos estimulos,
son denominamos inductores y la lista de inductores es extensa y los hay de muy
diversa naturaleza. Entre ellos encontramos los metales pesados, hormonas,
segundos mensajeros, factores de crecimiento, agentes inflamatorios, vitaminas,
antibidticos, agentes citotéxicos, y condiciones estresantes. Ademas existe una
serie de circunstancias que modulan su expresion, como el desarrollo, la
regeneracion tisular, y la edad. También presentan niveles alterados durante
procesos patolégicos como el cancer, enfermedades degenerativas o lesiones
tisulares (Riordan y cols., 1991).

Al parecer la dopamina, actua como inhibidor de las MT-1 y -Il en condicion basal,
puesto que la administracién de antagonistas para la dopamina incrementan los
niveles basales de estas proteinas en algunas areas cerebrales (Gasull y cols.,
1994).
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La induccion de MT, en higado de rata, ha demostrado disminuir la
lipoperoxidacion y parece ser un mecanismo protector de primera linea, bajo
condiciones que favorecen la formacién de RL. Este hecho esta respaldado por la
induccion de MT en presencia de IL-1 e interferon y, los cuales son potentes
activadores del estallido respiratorio en neutréfilos y macréfagos. La produccion de
estos radicales por neutréfilos y macrofagos, forma parte de la respuesta
inflamatoria destinada a destruir células infectadas por bacterias y virus. Sin
embargo estos radicales pueden afectar el DNA y las membranas celulares a
menos que antioxidantes como la glutatiébn peroxidasa actuen en contra de dichos
radicales y la MT se ha considerado como un potente antioxidante en contra de los
radicales OH y ha demostrado ser incluso mas efectiva que la glutation para
prevenir el dafio al DNA por radicales OH' (Pentkowa, 2006).

La sintesis de MT puede ser inducida por factores fisiolégicos y nutricionales,
incluyendo inanicién y estrés fisico e inflamatorio; esto implica que la proteina
podria participar en la respuesta de la fase aguda y la regulacién de la
diferenciacion celular entre otras actividades. La reducciéon en la ingesta de
comida incrementa la concentraciéon de MT en higado y es probable que esto se
deba a la influencia del glucagén y a otros factores de estrés que favorecen la
sintesis de MT. Cabe mencionar, que aunque la MT es inducida por una gran
variedad de metales y ademas es capaz de unirse a ellos, el Cu y el Zn son los

unicos con importancia nutricional (Riordan y cols., 1991).

Durante el proceso inflamatorio en el SNC los principales factores que regulan la
expresion de la MT son IL-6, IL-3, TNF-a (factor de necrosis tumoral), interferon y

macroéfagos (Pentkowa, 2006).

A la metalotioneina se le han asignado diferentes funciones: almacenamiento y
distribucién de iones metalicos tales como el Cu, y el Zn; regulacion de la
biosintesis y actividad de las metaloenzimas, citoproteccidon contra el dafo
producido por RL y metales pesados, compartamentalizacién del Zn,
detoxificacion de los metales pesados del liquido cefalorraquideo, del espacio
extracelular por medio del epitelio coroideo y astrocitos (Aschner, 1996).
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Actualmente no existen reportes en la literatura del posible efecto neuroprotector
de la MT después de una LTME, sin embargo se ha investigado su participacién
en la esclerosis lateral amiotréfica, en la que se demostré que la MT puede tener
un efecto neuroprotector al disminuir la toxicidad oxidativa desencadenada durante
la evolucion de la enfermedad (Nagano y cols.,2001). También se demostré el
efecto neuroprotector de la MT-l y —Il en un modelo experimental de
encefalomielitis autoinmune (EAE) y de esclerosis multiple.

Se sabe que durante el proceso de desarrollo de la EAE existe un incremento en
la activacién de los macréfagos y un incremento en la infiltracion de los linfocitos
T, asi como astrogliosis en la médula espinal. En este trabajo se demostr6 que la
administracion de la Zn-MT-Il por via i.p. en ratas con EAE reduce la severidad de
los sintomas asi como la mortalidad de una manera tiempo y dosis dependiente
(Penkowa e Hidalgo, 2000).

Como se ha visto, las MTs son proteinas con diferentes funciones, pero el papel
individual de las isoformas de la MT en cada una de estas actividades se
desconoce. En este punto la electroforesis capilar representa un poderoso método
de andlisis Util para la separacién de las isoformas, ya que solo requiere una
cantidad muy pequefia de analito y posee una alta sensibilidad asi como una gran
resolucién, razén por la cual ha despertado un gran interés en diferentes campos,
tal como lo demuestra el incremento de publicaciones realizadas en el area de
bioguimica y biotecnologia, industria farmacéutica y analisis clinicos (Daniel,
2003).

Electroforesis

La electroforesis es un método de separacién que se basa en la velocidad de
migracion diferencial de especies cargadas en un campo eléctrico de corriente
directa aplicada (Skoog, 2001). La electroforesis per se, es una técnica de
separacién de moléculas segun la movilidad de estas en un campo eléctrico. La
separaciéon puede realizarse sobre la superficie hidratada de un soporte sélido
(electroforesis en papel o acetato de celulosa), o bien a través de una matriz
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porosa (electroforesis en gel), o en disolucidén (electroforesis libre). Dependiendo
de la técnica que se use, la separaciéon obedece en distinta medida a la carga
eléctrica de las moléculas y a su masa (Jouyban, 2001).

La separacion electroforética en un medio plano estabilizado, como papel o un gel
poroso semisélido, es una técnica que resulta muy lenta y tediosa, teniendo
aplicaciones en el analisis de biomoléculas pequefias, como acidos grasos Yy
aminoacido primordialmente. En cambio, empleando geles de agarosa y
poliacrilamida en placas de distinto espesor, el proceso electroforético se hace
rapido y versatil, siendo asi, la técnica mas utilizada en el campo de la
investigacién bioquimica para el andlisis de diversas biomoléculas como las
proteinas (Western blot) y el &cido ribonucleico (Northern blot). Aunque mas
recientemente, a finales del siglo pasado, la electroforesis capilar, ha comenzado
a desplazar a los immunoblottings (Kuhn, 1993).

Electroforesis capilar

La electroforesis capilar es considerada una técnica analitica Gtil y prometedora
para la separacién, identificacidbn y determinacion de compuestos quimicos asi
como de proteinas y ADN, debido a que solo se necesita una pequefa cantidad de
muestra, ademas de brindar una alta sensibilidad y resolucién (Shunsuke, 2004).

A principios de los ochenta, los cientificos empezaron a explorar la posibilidad de
realizar las separaciones con microcantidades de muestra, en tubos capilares con
gel de silice fundida. Sus resultados fueron promisorios en términos de resolucion,
velocidad y posibilidad de automatizacion. Como consecuencia, la electroforesis
capilar (CE) se convirtié en una herramienta para una gran variedad de problemas

de separaciones analiticas.

La separacion se lleva a cabo en un tubo hueco de diametro muy pequerio, de ahi
gue reciba el nombre de capilar (Jouyban, 2001).
Los instrumentos para la electroforesis capilar son sencillos. Una fuente de poder

de alto voltaje, que va de 1 a 30 kV, un capilar de silice fundida de 10 a 100 um de
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diametro interno y una longitud entre 40 a 100 cm. El cual, a efecto de permitir la
deteccion, cuenta con una ventana permeable al tipo de radiacién que permite la
deteccion (radiacion visible, ultravioleta, laser, etc.). Posee un sistema de
refrigeracion, por flujo recirculante de etilenglicol al 75%, que evita el
sobrecalentamiento del capilar y permite el control de la temperatura durante el
proceso. Ademas de un sistema de deteccion y muestreador automatizado
(Skoog, 2001). Los electrodos de platino estan conectados en la fuente de poder y
se encuentran en contacto directo con los amortiguadores que permiten la
separacion a través del capilar. El carrusel que contiene los amortiguadores y las
muestras, con un movimiento de ascenso y descenso, puede enviar cada una de
las soluciones empleadas en la corrida, al capilar o a los recipientes electrodicos,
bajo presion hidrodinamica, para lavar y acondicionar al capilar, pero sobre todo,
para efecto de la separacion.

Los capilares de silice dejan pasar la luz ultravioleta visible a distintas longitudes
de onda, generando por medio de un detector, los electroferogramas respectivos
que permiten la identificacion de los compuestos separados por electroforesis
capilar. Mediante el empleo de un software, se puede controlar, la presion del
sistema, el voltaje de separacion y la temperatura de corrida, asi como el
monitoreo de la corriente, la cual es importante en el proceso, ya que de ella
depende la separacion de moléculas. Siendo el equivalente a la presion del
sistema en la cromatografia de liquidos de alta resolucion. Las moléculas que son
separadas por la fuerza del campo eléctrico aplicado, son monitoreadas por el
detector. Los picos del electroferograma son similares a los de la HPLC, y se
generan como consecuencia de la concentracién de los analitos y de su velocidad

de migracion (figura 10) (Castagnino, 1999).
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Figura 10. Imagen obtenida por electroforesis capilar, donde se pueden observar los tiempos de
migracién representados por picos (panel A) para diversos analitos de una muestra problema y el

registro de la corriente a través del capilar (panel B).

Durante la inyeccién de la muestra, el capilar esta sumergido en la misma y se
aplica presioén hidrodinamica para “cargar” el capilar, el cual se encuentra lleno del
amortiguador de corrida. La corriente que puede fluir del anodo al catodo o
viceversa, que va de 1 a 30 kV, con un rampeo de 0.17 kV/s, es la que lleva a
cabo la separacion en el proceso, en donde los iones de la muestra, migran dentro

del capilar en relaciéon a sus movilidades electroforéticas (Castagnino, 1999).

La electroforesis capilar de zona (ECZ), electroforesis capilar micelar (ECM) y la
electroforesis capilar por gradiente (ECG) son variantes de la electroforesis capilar
(EC).

La ECZ es la modalidad mas utilizada a causa de su simplicidad y versatilidad. El
intervalo de aplicaciones de la ECZ es diverso y las areas de aplicacion pueden ir
desde problemas relacionados con la separacién de especies pequenas hasta la
separacion de especies de gran tamafno molecular. Esto junto con el hecho que se
requieren pequefos volumenes de muestra, ha despertado una gran expectacion
en diferentes campos (Holland y cols. 1997). Para esta variante el capilar y los
viales se llenan con un electrolito con capacidad amortiguadora. La muestra que
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esta formada por un conjunto de aniones y cationes, se introduce dentro de este
sistema ocupando una Unica zona. Al someter este sistema a la influencia de un
campo eléctrico, las especies idnicas del electrolito y de la muestra migran hacia
el electrodo correspondiente, es decir, se establece un movimiento de los iones
que forman parte del sistema. Después de transcurrido cierto tiempo desde el
inicio de la aplicacion del campo eléctrico, los componentes de la muestra migran
cada uno a su velocidad y se separan en diferentes zonas o gradientes, segun la
movilidad de cada analito (Jandik, 1993).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente la LTME es un problema de salud publica, que requiere de
tratamientos efectivos para ayudar a la poblacion afectada a recuperar la funcién
motora de las extremidades inferiores. Aunque diferentes estudios han
demostrado que la utilizacion de farmacos y otras sustancias quimicas pueden
disminuir el grado de dafo al tejido nervioso, en la aplicacion clinica no se han
obtenido resultados contundentes. La metilprednisolona (MP) es el tratamiento
mas utilizado en pacientes con LTME, sin embargo no ha demostrado ser eficaz,
y debido a que su administracién trae consigo una gran cantidad de efectos
adversos es mayor el riesgo que el beneficio. Por tal motivo, se siguen
desarrollado otras estrategias neuroprotectoras a nivel experimental y clinico, que
brinden resultados mas efectivos (Bracken y cols., 1990). Por lo anterior, en el
presente trabajo se propone evaluar el efecto neuroprotector de la MT I, asi como
caracterizar la participacion de las isoformas I, Il y Il en un modelo de LTME

HIPOTESIS

Si la metalotioneina tiene efecto neuroprotector después de una lesion traumatica
de la médula espinal, entonces se observara un menor dafo al tejido nervioso y

esto se traducira en una mejor funcion nerviosa motora de la rata.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto neuroprotector de la metalotioneina Il y caracterizar la
participacion de las isoformas |, Il y Il de dicha proteina en un modelo de lesién

traumatica de la médula espinal por contusién moderada en ratas.

Objetivos especificos

1) Evaluar el efecto neuroprotector de la MT |l administrada a diferentes dosis
con base en la recuperacién motora de las extremidades posteriores de los
animales experimentales, utilizando la escala Basso, Bettie y Bresnaham,

en un modelo de LTME por contusién en la rata.

2) Evaluar el efecto neuroprotector de la metalotioneina Il administrada a

diferentes dosis con base en la cantidad de tejido preservado.

3) Caracterizar la participacién de las isoformas de las Metalotioneinas I, Il y Il
durante la etapa aguda del dafio en un modelo de LTME por contusion en la

rata.

4) Determinar la concentracién de metalotioneina después de una lesidon

traumatica de la médula espinal.
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MATERIALES Y METODOS

Evaluacion del efecto neuroprotector de la MT Il administrada a diferentes
dosis, con base en la recuperacion motora en un modelo de LTME por
contusion en rata.

Para este estudio se utilizaron 36 ratas Wistar hembras sanas de 200 a 2509 de
peso, las cuales fueron divididas en 4 grupos de manera aleatoria, como se

muestra en la figura 11.

Ratas Wistar

Grupo2: MT 3.2 Grupo3: MT 10 Grupo4: MT 100

Grupo 1 (control):
Vehiculo de
solucion salinai.p.

Hgip. 2y 8hrs Mgip. 2y 8hrs
despuésdela despuesdela
lesion. lesion.

Hgip. 2y 8 hrs
despuésdela
lesion.

Figura 11. Disefio experimental en el que se muestra la distribucién de los animales y la dosis de
Metalotioneina Il administrada 2 y 8 hrs después del dafo.

Los grupos de estudio 1, 2 y 4 estuvieron formados por 9 ratas, mientras que el
grupo 3 se formo con 8 ratas debido al deceso de un animal por razones ajenas al

tratamiento. Todos los animales tuvieron libre acceso a agua y alimento.

Modelo de Lesion
Previo a la cirugia, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico via

i.p. (2.1 mg/100g de peso).
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La laminectomia se realizd en condiciones de asepsia y antisepsia, a nivel de T9,
con la finalidad de exponer la médula espinal para posteriormente producir una
lesidn por contusion, empleando el NYU impactor (Figuras 12 y 13).

Figura 12. Imagen en la que se muestra el procedimiento quirdrgico de laminectomia para exponer

la médula espinal.

Figura 13. Imagen en la que se muestra la médula espinal expuesta, después del procedimiento

quirurgico de laminectomia a nivel de T9.
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Los cuatro grupos de animales fueron lesionados con el aparato NYU Spinal Cord
Impactor (Proyecto CAMINA), a través del cual se dej6 caer un cilindro metalico
de 10g a una altura de 25mm para ocasionar una lesion por contusion (figura 14),
que afecta la funcibn motora de las patas traseras de los animales de

experimentacion.

Figura 14. Imagen en la que se puede observar el cilindro metélico de 10g utilizado para lesionar
la médula espinal a una altura de 25mm, a nivel de la novena vértebra toracica (T9) utilizando el

equipo N.Y. Spinal Cord Impactor.

Este modelo experimental de lesion, fue desarrollado en la Universidad de Nueva
York por Basso y cols., (1996). El equipo cuenta con un software que tiene la
capacidad de analizar la lesién siguiendo diversos parametros, como: grado de
compresion del tejido medular, velocidad, tiempo y altura con que el cilindro
metédlico impacta al tejido nervioso (figura 15). Posterior al trauma los animales
fueron suturados, aseados y colocados en cajas de acrilico con aserrin estéril. El
intestino y vejiga fueron vaciados por compresion manual una vez al dia durante
15 dias.
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Figura 15. Imagen en la que se observa el método de lesién por contusién a nivel de la novena
vértebra toracica (T9), utilizando un equipo que genera una lesién altamente reproducible (NYU
Spinal Cord Impactor).

Tratamiento

El grupo control recibi6é solucién salina (vehiculo) y a los tres grupos restantes se
les administr6 MT Il en tres dosis diferentes, tomando en cuenta lo descrito por
Hidalgo y Pentowa (2001), que reportan la dosis de 100 ug como eficaz en el
tratamiento de encefalomielitis autoinmune (EAE).

La MT fue administrada via i.p. a las 2 y 8 horas después de la lesion de acuerdo
a los niveles minimos presentes en el sitio del dafo, estos resultados fueron

reportados previamente por Diaz-Ruiz y colaboradores, (2009).

Posteriormente los animales fueron evaluados 24 hrs después de la lesion para
corroborar la ausencia de movimiento y subsecuentemente cada semana durante
dos meses, para obtener el promedio de la funcion de ambas patas traseras,
utilizando para ello la escala BBB (Basso, Bettie y Bresnaham), que evalla las
caracteristicas de la locomocion a través de 22 grados, en donde O significa
ausencia de movimiento y 21 marcha coordinada y tronco estable (tabla 1).
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Tabla 1. Escala de evaluacién motora BBB, que evalla la marcha a través de 22 grados de
recuperacion.

Grado Descripcion

Grado 0: No se observan movimientos en patas traseras (PT).

Grado 1: Movimiento limitado (arco<50%) de una o dos articulaciones, usualmente cadera y/o rodilla.
Grado 2: Movimiento amplio (arco<50%) de una articulacion con o sin movimiento limitado de |a otra.
Grado 3: Movimiento amplio de dos articulaciones.

Grado 4: Movimiento limitado de las tres articulaciones de la PT (cadera, rodilla y tobillo).

Grado 5: Movimiento limitado de dos articulaciones y amplio de la tercera.

Grado 6: Movimiento amplio de dos articulaciones y limitado de la tercera.

Grado 7: Movimiento amplio de las tres articulaciones de la PT (Cadera rodilla y tobillo).

Grado 8: Movimientos ritmicos (coordinados) de ambas patas PT sin soporte del peso o colocacién de la planta pero sin soportar
peso.

Grado 9: Colocacién plantar con soporte de peso cuando no estd caminando o pasos ocasionales (<= 50%), frecuentes (51% al 94%)
o constantes (95% al 100%) con soporte de peso dorsal, sin apoyo plantar.

Grado 10: Pasos ocasionales con soporte plantar, sin coordinacion entre patas delanteras (PD) y PT.

Grado 11: Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, sin coordinacion entre PD y PT.

Grado 12: Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, y coordinacion ocasional entre PD y PT.

Grado 13: Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, y coordinacién frecuente entre PD y PT.

Grado 14: Constantemente da pasos con soporte de peso plantar, coordinacion constante entre PD y PT, y hay rotacion interna o
externa de patas, principalmente al hacer contacto con el piso o al despegar. También pasos plantares frecuentes, coordinacion

constante entre PD y PT, y pasos dorsales ocasionales.

Grado 15: Pasos plantares y coordinados entre PD y PT constantes. No separa los dedos o solo ocasionalmente cuando avanza la
pata hacia delante. Al hacer contacto con el piso predominio de la alineacién paralela de la pata al cuerpo.

Grado 16: Pasos plantares y coordinados entre PD y PT constantes durante la marcha. La separacion de los dedos ocurre
frecuentemente cuando avanza la pata hacia delante. Al hacer contacto con el piso predominio de la alineacién paralela de la pata al
cuerpo, pero, la rota al levantarla.

Grado 17: Pasos plantares y coordinados entre PD y PT constantes durante la marcha. La separacion de los dedos ocurre
frecuentemente cuando avanza la pata hacia delante. Al hacer contacto con el piso predominio de la alineacién paralela de la pata al
cuerpo, pero, al levantar la pata la mantiene alineada (sin rotar).

Grado 18: La separacion de los dedos es constante durante la marcha. Al hacer contacto con el piso predominio de la alineacién
paralela de la pata al cuerpo, pero, la rota al levantarla.

Grado 19: Pasos plantares y coordinados entre PD y PT constantes durante la marcha. La separaciéon de los dedos ocurre
constantemente durante la marcha. Al hacer contacto con el piso y levantar, predominio de la alineacion paralela de la pata al cuerpo.
Arrastra la cola parte o todo el tiempo.

Grado 20: Pasos plantares, marcha coordinada y separacion de dedos constante. Al hacer contacto con el piso y levantar, predominio
de la alineacion paralela de la pata al cuerpo, la cola levantada constantemente e inestabilidad del tronco.

Grado 21: Igual al anterior, pero, tronco constantemente estable.
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En la figura 16, se esquematiza la metodologia utilizada en este trabajo para el
modelo de LTME, tratamiento y evaluacion de la recuperacion funcional motora de
las patas traseras de los animales.

[ Procedimiento quirdrgico de laminectomia. ]

B

Lesién por contusién con con el aparatoN.Y. Spinal Cord Impactor.

71 1\

Administracion de | [ Administracion de " Administracion de | Administracion de
. Vehiculo. Sol. Salina. MT 113.2 pug. MT 1110 pg. MT 11 100 pg.

[ Administracioni.p. 2y 8 hrs después dela LTME. ]

-

Evaluacién de larecuperacion de la funcién motora con la escala
Basso, Beattie, Bresnahan (BBB) durante ocho semanas.

R}

Figura 16. Imagen en la que se muestra la metodologia empleada para el modelo de LTME,

tratamiento y evaluacion de la recuperacion funcional motora.
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Evaluacion del efecto neuroprotector de la MT Il administrada a diferentes
dosis, con base en la cantidad de tejido preservado, en un modelo de LTME
por contusion en la rata.

Los 35 animales utilizados en el modelo de LTME fueron sacrificados al término
del estudio, dos meses después de la lesion. Previo al sacrificio, las ratas fueron
anestesiadas con pentobarbital sédico y posteriormente perfundidas con formol al

10%, como se muestra en la figura 17.

Figura 17. Imagenes en las que se muestra el procedimiento de perfusién, en el que se fijan los

6rganos pasando una solucion de formol al 10% a través del ventriculo inferior izquierdo.

Se obtuvo el tejido nervioso tomando como centro el sitio de la lesidn,
posteriormente las muestras fueron incluidas en parafina y se realizaron cortes
longitudinales de 10 um hasta llegar al canal ependimario, esto para tener certeza
de que los cortes se realizaran al mismo nivel y las evaluaciones fueran
comparables entre los grupos. Al finalizar este proceso los cortes fueron tefiidos
con la técnica de Kllver Barrera (figura 18); el violeta de cresilo muestra los somas
neuronales en violeta mientras que la mielina se observa en un color mas claro
(Escarabajal y cols. 2005).
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Figura 18. Im&genes en las que se ilustra la tincién de azul — luxol en un bafo a 56 °C, durante 24

horas y posteriormente se realiza una tincién con el colorante violeta de cresilo.

Se analiz6 un corte por rata y las imagenes fueron capturadas con un equipo

Leika, con software IM 500, para calcular la cantidad de tejido preservado. Las

unidades utilizadas para medir el area fueron mm?.

En la figura 19 se muestra el disefio experimental de la evaluacion del efecto

neuroprotector de la MT I, con base en la cantidad de tejido preservado.

Ratas Wistar con
LTME

Vehiculo de
solucion salina

ip.

MT 3.2ugi.p.2
y 8 hrs después
dela lesién.

MT 10 pugip. 2
y 8 hrs después
delalesién.

MT 100 ugi.p.2
y 8 hrs después
delalesion.

Sacrificio
despuésde 8
semanas.

Técnica
histologica de
Kliiver Barrera.

Determinacion de
tejido preservado
equipo Leika, con

Figura 19. Disefo experimental para la evaluacién del efecto neuroprotector de la MT I, con base

en la cantidad de tejido preservado.

41



Determinacion de las isoformas de las Metalotioneinas I, Il y lll, utilizando
Electroforesis Capilar (ECZ), en un modelo de LTME por contusion en rata.

Para la determinacion de las isoformas de la MT |, Il y lll, se utilizaron 30 ratas
Wistar hembras sanas de 200 a 2509 de peso, las cuales fueron divididas en 5

grupos de manera aleatoria.

Modelo de Lesion

Los animales de cada grupo fueron sometidos al mismo modelo de LTME,
utilizado para la evaluacion del efecto neuroprotector de la MT II. Al igual que en el
estudio mencionado anteriormente, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sodico. La laminectomia se realizd6 en condiciones de asepsia, a
nivel de T9, con la finalidad de exponer la médula espinal.

Disenio experimental

Los animales de los grupos 1 fueron sometidos Unicamente al procedimiento de
laminectomia (grupo control), mientras que los grupos 2, 3, 4 y 5 fueron lesionados
con el equipo Spinal Cord Impactor (IH-0400, Precision Systems and
Instrumentation, Urbana IL, USA / Proyecto CAMINA, A.C.). Posterior a la lesién,
los animales de cada grupo fueron sacrificados por decapitacién a diferentes
tiempos: 2, 4, 12 y 24 horas (figura 20), siguiendo el modelo de estudio de Diaz-
Ruiz y colaboradores (2009). Los animales del grupo control fueron sacrificados 2
horas después del procedimiento de laminectomia.
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Ratas Wistar

Laminectomia

Sacrificio
después de 2,
4, 12 y 24hrs.

>y

Sacrificio
después de
2hrs.

Determinacién

de las
isoformas I, Il
y lll de la MT.

Figura 20. Disefo experimental en el que se muestra la distribucion de los animales y el tiempo de

sacrificio, por decapitacion, después de la lesion.

Los animales fueron sacrificados con el propédsito de obtener muestras de tejido de
la médula espinal lesionada y sin lesion, para poder cuantificar las isoformas de la
MT |, Il 'y lll presentes en el tejido lesionado, de tal manera que se pudiera
comparar la concentracion de cada isoforma presente en un tejido sin lesion vs
con lesién y, a su vez, comparar la cantidad de MT presente a los diferentes

tiempos de sacrificio.

Después del sacrificio de los animales de cada grupo a los tiempos establecidos
previamente, las muestras fueron congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido
y preservadas a -70 °C, para ser analizadas posteriormente por ECZ en el Instituto

Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, de la Secretaria de Salud.
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Tratamiento de las muestras

Previo al andlisis de las muestras por ECZ, éstas fueron homogeneizadas durante
1min con 1 mL de CH3OH frio grado HPLC (Homogeneizador DeWalt SR60, Huller
Co., Victoria, Australia), para lo cual se utiliz6 un tubo de vidrio de borosilicato de
alta resistencia y un homogeneizador de pistilo con teflon. Posteriormente el
homogenado fue vortexeado durante 1min (Vortex ES22, Fisher Scientific, Urbana,
IL, USA), las muestras se mantuvieron en hielo y posteriormente fueron
introducidas en un bafio maria a 80 °C durante 1 min, con agitacién constante
para colocarse una vez mas en hielo. Frias las muestras, se vortexearon durante 1
min y después se centrifugaron a 16°000g por espacio de 16 min (microcentrifuga
Spectrafuge, Labnet, Palo Alto, TX, USA). El sobrenadante fue separado y

utilizado en el estudio.

Equipo utilizado y condiciones de separacion

Los homogeneizados de médula espinal de rata, fueron analizados por
electroforesis capilar, para evaluar las isoformas presentes de MT I, Il y Ill. Para
ello, se utilizé el equipo de electroforesis capilar P/ACE™ MDQ (Beckman Coulter,
Urbana, IL, USA) completamente automatizado y controlado por el software “32
KARAT” (Beckman Coulter, Urbana, IL, USA) (figura 21). El analisis se realizd bajo
radiacion UV con deteccidén por arreglo de diodos de alta sensibilidad, segun la
metodologia de Beattie (1998). EI homogenado obtenido previamente, se diluyd en
proporcion 1:20 con amortiguador de boratos 100 mM, se centrifugd a 16’000g
durante 15 minutos y se filtr6 con filtros de membrana de nitrocelulosa de 0.22 um
y se analizé directamente. Para tal efecto, el capilar del sistema de electroforesis
capilar, se preacondiciond inicialmente con una solucion 1.0 M de NaOH durante 2
min, posteriormente agua destilada por espacio de 2 min y finalmente el
amortiguador de corrida (NazB4sO7; 100mM + SDS 75mM a pH 8.4) durante 2 min.
Las muestras fueron inyectadas bajo presidon hidrodinamica a 0.5 psi/10s. La
separacion se realizo a 20 kV durante 20 min a 234 nm. Entre corrida y corrida, el
capilar fue lavado durante 4 min con NaOH 0.1 M. La concentracién de las
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isoformas de MT |, Il y Ill, se determiné mediante curvas estandar. La

concentracién se reportd en ug de proteina por mg de tejido.

Figura 21. Imagen en la que se muestra el aparato de electroforesis capilar P/ACE™ MDQ de

Beckman Coulter.

En la tabla 2 se muestra la informacion particular de los estdndares utilizados para
la realizacion de las curvas estandar de las isoformas de las MT I, 1l y Ill.

Tabla 2. Informacién particular de los estadndares utilizados para la realizacion de las curvas

estandar.
LABORATORIO ESTANDAR
ALEXIS BIOCHEMICALS MT | — Rabbit liver
SIGMA MT Il — Rabbit liver
ALEXIS BIOCHEMICALS MT Il - Human
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En la figura 22, se esquematiza la metodologia utilizada en este trabajo para la
obtencion de las muestras de tejido de médula espinal después del sacrificio de
los animales, asi como el posterior tratamiento de las muestras para su posterior

andlisis por ECZ.

GRUPO 1: Laminectomia [ GRUPOS 2, 3, 4y 5 laminectomia + LTME. ]
Sacrificio de animales por decapitacion 2 hrs Sacrificio de animales por decapitacion 2, 4,
después del procedimiento. 12y 24 hrs después delalesion.

A

a

[ Obtencion del tejido medular. ]

Tejido homogenado con 1mL de CH;OH y posterior
tratamiento de la muestra .

Centrifugacion de la muestra durante 16min y
posterior separacion del sobrenadante.

\

Andlisis de lamuestra por ECZ.

Figura 22. Imagen en la que se esquematiza la metodologia utilizada para la obtencién del tejido y

el tratamiento del mismo para su posterior analisis por ECZ.
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Estadistica

Los valores obtenidos de la evaluacion motora fueron analizados con una prueba
estadistica paramétrica, ANOVA de medidas repetidas, seguida de la prueba de
Dunnett. Las diferencias entre los grupos fueron consideradas significativas con

una p< 0.05.

Los resultados del area bajo la curva (ABC) fueron ajustados por regresién no
lineal, utilizando la ecuacién de Hill: Area = (E x Dosis) / (K + Dosis), donde E es el

efecto maximo y K es la dosis efectiva media.

Los valores obtenidos del analisis histoldégico fueron analizados con una prueba
estadistica paramétrica, ANOVA de una via, seguida de la prueba de Dunnett.
Las diferencias entre los grupos fueron consideradas significativas con una p<
0.05.

Los resultados obtenidos de la determinacion de las isoformas de la MT fueron
analizados con una prueba estadistica no paramétrica, prueba de Kruskal — Wallis.

El andlisis estadistico para todos los casos (evaluacion motora, ajuste con la
ecuacion de Hill, analisis histologico y determinacién de las isoformas), se realizd
por medio del programa de cémputo SPSS version 17.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados de la evaluacion del efecto neuroprotector de la MT I
administrada a diferentes dosis, con base en la recuperacion motora en un
modelo de LTME por contusion en rata.

Los resultados obtenidos del analisis de la recuperacién de la funcién motora,
evaluada con la escala de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB), durante ocho
semanas de los animales sometidos a una LTME vy tratados con diferentes dosis
de MT Il (3.2, 10 y 100 ng), administradas a las 2 y 8 h después del dario,
muestran que MT Il tiene un efecto neuroprotector, ya que al comparar el grupo
control, sin tratamiento, con los grupos de animales que recibieron MT Il como
tratamiento, se encontrd una diferencia significativa entre los resultados obtenidos
de la evaluacién de la recuperacion de la funcion motora de las patas traseras de
los animales (ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett , p<
0.05).

En el tabla 3, se muestran los valores promedio obtenidos de la evaluacion de la
funcidbn motora de los cuatro grupos de animales estudiados (grupo 1: vehiculo;
grupo 2: MT 3.2 ug; grupo 3: MT 10 ug; grupo 4: MT 100 ng), durante un periodo

de ocho semanas.
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Tabla 3. Resultados promedio obtenidos de la evaluacion de la respuesta funcional evaluada con
la escala de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB) durante ocho semanas, de animales sometidos a
una LTME y tratados con diferentes dosis de MT (3.2, 10y 100 ng).

SEMANA TRATAMIENTO
LTME LTME/MT3.2ug LTME/MT10pg LTME/MT100ug
0277+ 0.12  1.000£0.18 0.750 + 0.21 1.166 + 0.40
0.611 0.21 2277 £0.37  3.000 +0.46  2.833 +0.66
1.611 £0.23 3.666+0.53  4.750 £0.70  4.722 +0.79
2166+0.40  4.444 +059  5.875%0.92 6.111 £0.90
3.111+067  4.833 +0.68  7.375%1.19 7.444 +1.08
4.500 + 0.88 6.166+0.89  10.500+1.60  8.777 +1.63
6.388 + 1.03 7.500 + 1.04 10.500 + 1.6 9.722 +1.80
7.888 +1.28 9.944+1.47  12.625+2.07  10.888 +1.90

Promedio * EE. n=8-9

Al hacer una comparacion entre las medias de los tratamientos por la prueba de
Dunnett, se encontrd una diferencia significativa entre el grupo control y los grupos
tratados con dosis de 10 y 100 pg de MT Il (p< 0.05), como se muestra en el tabla
4. Este resultado corrobora el efecto neuroprotector de la MT II.
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Tabla 4. Resultados obtenidos al realizar una comparacién entre las medias de los tratamientos
(ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett).

Tratamiento Diferencia de medias p
LTME+ MT 3.2 g LTME+Vehiculo 1.6597 +1.21 0.202
LTME+ MT 10 pg LTME+Vehiculo 3.4306 £1.25 0.014*
LTME+ MT 100 ng LTME+Vehiculo 3.1389 +1.21 0.020*

*Diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control, p< 0.05.

En la figura 23, se presenta la curva dosis respuesta obtenida a partir de los
resultados de la evaluacién motora de las ratas administradas con MT en la ultima

semana de evaluacion (octava semana).

Escala BBB

&
6
4
2
0

0] 0.5 1 1.5 2

Log Dosis

Figura 23. Curva dosis-respuesta en la que se muestran los resultados de la recuperacion
funcional evaluada con la escala de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB) durante la octava semana de
evaluacién de los animales tratados con diferentes dosis de MT (3.2, 1 0 y 100 ug), administradas
alas 2 y 8 h después de la lesion.
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La representacion grafica de la recuperacion de la funcion motora, durante las
ocho semanas de seguimiento, se presenta en la figura 24, en donde se puede
observar que el efecto en la recuperacion es gradual, ya que hay un incremento en
la respuesta de las ultimas evaluaciones en comparacién con los resultados de las

primeras evaluaciones.

16 -
14 -
12 -

10 -

Escala BBB
(o]

D1 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
Tiempo

| —o— LTME —o— | TME/MT 3.2 —&— LTME/MT 10 — LTME/MT 100

Figura 24. Resultados de la recuperacién funcional evaluada con la escala de Basso, Beattie,
Bresnahan (BBB) durante ocho semanas, de animales sometidos a una lesién traumatica de la
medula espinal (LTME) y tratados con diferentes dosis de MT (3.2, 1 0 y 100 pg) administradas a
las 2 y 8 h después de la lesién (dos dosis para cada rata).

En la figura 25, se muestran los resultados obtenidos del ABC, a partir de los
promedios de la recuperacion funcional que presentaron los animales que
recibieron MT Il como tratamiento a tres dosis diferentes (3.2ug, 10ug y 100 pg) y
el grupo control que no recibié tratamiento. Los resultados obtenidos de la
regresién no lineal para calcular Emax y DE50 fueron de 46.235 y de 1.073

respectivamente, utilizando la ecuacién de Hill.
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Figura 25. Grafica en la que se muestran los resultados del ABC, durante ocho semanas de
evaluacién, de los animales tratados con diferentes dosis de MT (3.2, 1 0 y 100 ng), administradas
alas 2 y 8 h después de la lesion. La ecuacién fue ajustada por regresién no — lineal al modelo:
Area = (E x Dosis) / (K + Dosis) [Ecuacion de Hill]. Donde E= 46.235 es el efecto maximoy K=

1.073 es la Dosis efectiva media.
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Resultados de evaluacién del efecto neuroprotector de la MT Il administrada
a diferentes dosis, con base en la cantidad de tejido preservado, en un
modelo de LTME por contusion en la rata.

Las muestras de médula, obtenidas de los tres grupos de animales tratados con
MT (3.2ug, 10ug y 100ug) vy el grupo control (solucion salina), fueron analizadas
con el programa IM500, con el fin de contabilizar el tejido preservado de cada
muestra. Los resultados obtenidos, mostraron una diferencia significativa al
comparar el tejido preservado del grupo control y los grupos tratados, (ANOVA de
una via seguida de la prueba de Dunnett, p< 0.05).

En el tabla 5, se muestran los valores obtenidos de la estadistica descriptiva del
analisis de tejido preservado, de las muestras de los animales utilizados en el
estudio de recuperacion motora.

Tabla 5. Resultados de la estadistica descriptiva realizada al tejido preservado de animales
sometidos a una lesién traumatica de médula espinal (LTME) y tratados con diferentes dosis de

metalotioneina (MT) (3.2ug, 1 Oug y 100 ug) y el grupo control.

TRATAMIENTO Media

LTME/Sol.salina 5.3211 £ 0.316
LTME/MT 3.2 ug 6.0277 +0.195
LTME/MT 10 pug 6.6225 + 0.218
LTME/MT 100 pg 6.2975 +0.313

Promedio * EE. n=8-9
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Al hacer una comparacion entre las medias de los tratamientos por la prueba de
Dunnett, se encontrd una diferencia significativa entre el grupo control y los grupos
tratados con 10ug y 100ug de MT Il (p< 0.05), como se muestra en el tabla 6. Este
resultado concuerda con el efecto neuroprotector de MT Il encontrado en la

evaluacioén de la funcibn motora de las ratas.

Tabla 6. Resultados obtenidos al realizar una comparacién entre las medias de los tratamientos
(ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett).

Tratamiento Diferencia de medias p
LTME+ MT 3.2 pg LTME+Vehiculo 0.70667 + 0.366 0.078
LTME+ MT 10 pg LTME+Vehiculo 1.30139 + 0.377 0.002*
LTME+ MT 100 ng LTME+Vehiculo 0.97639 + 0.377 0.020*

*Diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control, p< 0.05.

Las imagenes que muestran el tejido preservado correspondiente a cada grupo de
estudio se muestran en la figura 26.
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Figura 26. Imagenes representativas de los animales sometidos a una lesion traumatica de

médula espinal (LTME) con administracion de diferentes dosis de metalotioneina (MT). A)Corte
longitudinal de la médula de un animal sin tratamiento y con administracion de solucién salina.
B)Corte longitudinal de la médula de un animal que recibi6 3.2ug de MT como tratamiento.
C)Corte longitudinal de la médula de un animal que recibi6 10ug de MT como tratamiento.
D)Corte longitudinal de la médula de un animal que recibié 100ug de MT como tratamiento.

En la figura 27, se muestran los valores promedio obtenidos de la cuantificacion
del tejido preservado en mm?, correspondiente a cada uno de los grupos de
estudio, MT (3.2ug, 10ug y 100 ng) y el grupo control (solucién salina).
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Figura 27. Gréfica en la que se muestran los valores promedios de 8 a 9 animales por grupo de la
cuantificacion de tejido preservado: LTME-vehiculo; LTME- MT 3.2ug; LTME- MT 10pg; LTME- MT
100ug. ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnet, (*p<0.05) (lesién traumatica de médula
espinal: LTME; metalotioneina: MT).

Resultados de la determinacion de las isoformas de las Metalotioneinas I, Il y
lll, utilizando Electroforesis Capilar de Zona (ECZ), en un modelo de LTME

por contusion en rata.

Los resultados de las curvas estandar, a partir de las cuales se determiné la
concentracién de las isoformas de la MT I, MTIl y MTIlI, se pueden observar en las
figuras 28, 29 y 30, en ellas se muestran las representaciones graficas
correspondientes a la linealidad promedio y los valores de los parametros de la

ecuacion de regresion y el coeficiente de correlacion lineal (r?).
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Figura 28: Representacion grafica de la linealidad promedio, de la curva estandar de la MT |.
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Figura 29: Representacion grafica de la linealidad promedio, de la curva estandar de la MT II.
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Figura 30: Representacion gréfica de la linealidad promedio, de la curva estandar de la MT .

En las tablas 7, 8 y 9 se muestran los resultados de la precision calculados con los
datos de la linealidad utilizando los estandares de la MT I, Il y Il1.

Tabla 7: Precision del sistema, utilizando el estandar de la metalotioneina | (MT I).

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada Promedio CV (%)
[MT I] (ug/mL) [MT 1] (ug/mL)
0 0.0 0.0
100 100.5 0.5
500 499.0 0.2
1000 998.0 0.2
1500 1504.5 0.3
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Tabla 8: Precision del sistema, utilizando el estandar de la metalotioneina Il (MT II).

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada Promedio CV (%)
[MT 1] (ng/mL) [MT 1] (ng/mL)
0 0.0 0.0
100 99.4 0.6
500 497.5 0.5
1000 991.0 0.9
1500 1488.0 0.8

Tabla 9: Precisién del sistema, utilizando el estandar de la metalotioneina 11l (MT Il1).

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada Promedio CV (%)
[MT ] (ug/mL) [MT 1] (ug/mL)
0 0.0 0.0
100 99.1 0.9
500 498.0 0.4
1000 997.0 0.3
1500 1498.5 0.1

La precision se demostré al obtener experimentalmente, un coeficiente de
variacion menor al 2%, para eventos por triplicado e independientes en todos los

casos, segun Jones (2005).

La separacion de las isoformas enddgenas de la MT se llevd a cabo mediante
ECZ. En la figura 31 se muestran los electroferogramas representativos
correspondientes a los tejidos analizados para cada una de las isoformas de MT
en los cuales se aprecia la separacion de las isoformas de la MT |, Il y Il
presentes en los tejidos, asi como los tiempos de migracion y las areas bajo la
curva para cada una de las isoformas de la MT en animales control (laminectomia)
y animales lesionados correspondientes a los tiempos de sacrificio de 2h, 4h, 12h
y 24 h.
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Figura 31: Electroferogramas representativos de los tejidos analizados de médula espinal donde

se muestran los tiempos de migracion y las areas bajo la curva para las isoformas I, 1l y Il de las

MT en:

(a) animales control (sacrificados 2h después del procedimiento de laminectomia) y

animales lesionados correspondientes a los tiempos de sacrificio de (b) 2h, (c) 4h, (d) 12hy (e) 24

hrs.

En el tabla 10, se muestran los valores promedio obtenidos de la caracterizacion

de las isoformas de la MT I, Il y lll, del grupo control (animales con laminectomia

sacrificados después de 2 hrs) y los grupos experimentales (animales con LTME

sacrificados a las 2, 4, 12 y 24 hrs respectivamente), utilizando ECZ.
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Tabla 10: Estadistica descriptiva que corresponde a los valores obtenidos del andlisis de las
isoformas de la MT |, Il y Il evaluada a diferentes tiempos después de la lesién, asi como de los

valores del grupo control (solo con el procedimiento quirdrgico de laminectomia).

ISOFORMA GRUPOS EXPERIMENTALES
ENDOGENA

Laminectomia LTME/2hrs LTME/4hrs LTME/12hrs LTME/24hrs

MT I 2551 +751 1776 £1285 8.96 +1.71 11.49+290 9.70+£5.98
MT Il 9.58 £5.29 2.92+£0.94 6.02 +4.43 2.64 £0.80 3.51£0.75
MT I 37.54 +5.44 1473 +2.85 35.18+10.03 17.69+4.73 2.27+0.19

n= 2 animales por grupo.

Asi mismo en los resultados obtenidos del andlisis de las muestras de médula
espinal, del grupo control y los animales sometidos a LTME y sacrificados a las 2,
4, 12 y 24 horas, para cuantificar las isoformas de la MT I, Il y lll por ECZ,
podemos observar que, a pesar de mostrar valores promedio diferentes entre los
grupos con lesidén estos no fueron estadisticamente significativos cuando se
compararon con su respectivo grupo control (animales solo con laminectomia),
esto debido a la gran variabilidad entre los grupos (prueba de Kruskal-Wallis),
(tabla 11).

Tabla 11. Valores H de la prueba estadistica de Kruskal-Wallis para analizar las diferencias de la

cantidad de MT |, Il y Ill presente en el tejido nervioso de animales con y sin lesién.

ISOFORMA ENDOGENA Significancia
MT I 0.549
MT I 0.431
MT 1ii 0.093
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En las figuras 32, 33 y 34 se muestran las graficas que ejemplifican las diferencias

de concentracién que se pudieron observar en cada tiempo de sacrificio para

cada una de las isoformas de la MT.

MT-1ug/g de tejido
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MT |
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4h 12h 24h

Tiempo

2h

Figura 32: Grafica en la que se muestra la diferencia en la concentracién de metalotioneina | (MT

I) encontrada en el tejido analizado, de animales control (Laminectomia — barra roja) vs animales

lesionados (LTME — barras azules), correspondientes a los tiempos de sacrificio de 2, 4, 12y 24 h,

(promedio de los datos obtenidos de 2 animales por grupo).
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Figura 33: Grafica en la que se muestra la diferencia en la concentracion de metalotioneina Il (MT

Il) encontrada en el tejido analizado, de animales control (Laminectomia — barra roja) vs animales

lesionados (LTME — barras azules), correspondientes a los tiempos de sacrificio de 2, 4, 12 'y 24 h,

(promedio de los datos obtenidos de 2 animales por grupo).
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Figura 34: Grafica en la que se muestra la diferencia en la concentracion de metalotioneina 11l (MT
IIl) encontrada en el tejido analizado, de animales control (Laminectomia — barra roja) vs animales
lesionados (LTME — barras azules), correspondientes a los tiempos de sacrificio de 2, 4, 12y 24 h,

(promedio de los datos obtenidos de 2 animales por grupo).
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Discusion de resultados

Los resultados obtenidos tanto de la evaluacién funcional como del analisis de la
cantidad de tejido preservado muestran que la MT-Il posee un efecto
neuroprotector, ya que al hacer una comparacion entre los valores promedio de
los tratamientos utilizando la prueba estadistica ANOVA de medidas repetidas
seguida de la prueba Dunnett (para la evaluacion motora) y ANOVA de una via
seguida de la prueba Dunnett (para la cuantificacién de tejido preservado), se
encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y los
grupos tratados con dosis tanto de 10, como de 100 pug de MT Il (p< 0.05).

A partir de los resultados promedio obtenidos del ABC, obtenidos de los animales
tratados con diferentes dosis de MT (3.2, 1 0 y 100 ug) y evaluados durante ocho
semanas, se obtuvieron los valores correspondientes del Emax: 46.235 vy K:
1.073, utilizando para ello la ecuacién de Hill.

Asi mismo, la curva dosis-respuesta refleja que la relacién entre las diferentes
dosis administradas de MT (3.2ug, 10ug y 100 ug) y el efecto obtenido es dosis
dependiente, es decir, el incremento de la dosis produce un aumento paralelo en
la intensidad de la respuesta; aunque se puede observar un efecto de saturacion
con la dosis de 10ug.

Lo anterior concuerda con lo reportado por Hidalgo y Penkowa (2001), quienes
reportan que la dosis de 100ug de MT |l es efectiva ya que los animales presentan
disminucién de los sintomas clinicos, de la mortalidad y de la concentracion de
citocinas proinflamatorias, en un modelo de encefalomielitis autoinmune (EAE).
En el mismo estudio los autores sugieren que el efecto que la MT Il presenta sobre
la modulacion de la apoptosis durante la EAE, se puede relacionar a las

propiedades antioxidantes que posee la proteina.

Al respecto, algunos estudios in vitro han demostrado una asociacion directa entre
los niveles incrementados de MT vy la disminucién de RL y apoptosis (Apostolova,
1999).
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Por otra parte, la funcionalidad del tejido viable permite hablar de una
neuroproteccién funcional y es claro ademas que a mayor cantidad de tejido
preservado mayor recuperacion funcional, asi los animales tratados con dosis de
10 y 100 pg, en donde se observd mayor respuesta en la recuperacion funcional,

mostraron también un incremento en la cantidad de tejido preservado.

Sin embargo, es necesario mencionar que dicho efecto es parcial ya que los

animales no lograron recobrar la funcionalidad motora total de las patas traseras.

Se ha descrito que la MT esta involucrada en procesos de inflamacion, estrés
oxidativo y enfermedades degenerativas del SNC (Hidalgo y cols., 2001), por lo
que el efecto benéfico que presenta en este estudio, al ayudar a recuperar la
funcibn motora de los animales sometidos a una LTME, puede deberse a su
capacidad antioxidante, ya que esta proteina es capaz de atrapar RL como el OH

que es altamente reactivo.

Las especies reactivas de oxigeno son los mayores inductores de apoptosis en al
SNC (Cassarino, 1999), y la administracion exdégena de la MT Il ha demostrado
reducir la inmunoreactividad de marcadores del estrés oxidativo como iNOS y
MDA (malondialdehido) (Pentkowa y cols., 2000).

In vitro se ha observado que la MT-| es capaz de interaccionar con el radical OH' y
en menor medida con el O,” producidos por la actividad de la xantina oxidasa. La
afinidad con que reacciona con el OH" es superior a la de cualquier otra molécula
biolégica conocida por lo que se piensa que su funcion podria ser la de proteger a
la célula frente a este radical. La interaccion se realizaria directamente con los
grupos tioles al ser desplazados los metales. La capacidad de secuestrar RL por
las MTs se refleja en un efecto protector, frente al dafo causado por los radicales
producidos por la actividad de la xantina oxidasa al DNA, o a las membranas. En
algunos casos se ha demostrado que su efecto protector es muy superior al
conseguido por cantidades idénticas de glutation. Las MT-l y -ll también son
capaces de proteger in vitro de los efectos de la irradiacion con rayos-X (Carrasco
y cols., 2000).
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In vivo también se ha constatado el efecto protector de las MT-I y -II frente al
estrés oxidativo. La preinduccibon mediante metales causa una mayor
supervivencia a irradiacion por rayos-X e inhibe la peroxidacién lipidica producida

por el estrés (Carrasco y cols., 2000).

Se ha observado ademas, que la MT-Il administrada de manera exdgena puede
reducir significativamente la activacion de macréfagos y linfocitos T, asi como IL-1,
IL-6, IL-12 y TNF-a, que tienen especial importancia en la respuesta inflamatoria
(Hidalgo y cols., 2001), este efecto anti-inflamatorio puede ser, también,
responsable del efecto protector de la MT-Il después de la lesion.

Asi, la MT puede jugar un papel relevante en la neurobiologia de las
motoneuronas, modulando la toxicidad de algunos metales y brindando proteccion
antioxidante (Kinighman y cols., 1995).

Al menos parte de los efectos de las MT-l y -l sobre las células inmunitarias
parecen mediados por unidn de estas proteinas a la membrana plasmatica. Se ha
sugerido que la interaccion entre estas proteinas y la membrana de las células
inmunes causaria la activacion de vias de transmision de sefales que afectarian al
comportamiento de las células. Esto implica que las MT-I y -Il tendrian que ser
liberadas al medio, y podrian ser secretadas por mecanismos especificos o ser
liberadas como consecuencia de un proceso de muerte celular. En cualquiera de
los casos las MT-1 y -Il tendrian la oportunidad de ejercer efectos extracelulares.
En este sentido se ha detectado que las MT-I y -ll podrian unirse a factores
celulares aun por determinar e incluso unirse a la membrana de linfocitos

macroéfagos, células endoteliales y astrocitos (Carrasco y cols., 2000).

Es importante senalar que el mecanismo de accién de la MT aun no ha sido
esclarecido, por lo que se desconoce la ruta por la cual la MT llega al lugar de
accion a partir de una administracion exdégena. Aun asi, la administracion exégena
de la MT se ha utilizado como tratamiento en modelos de lesion traumética de

cerebro, mostrando como resultado una reduccion en la neurodegeneracion,
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estrés oxidativo y apoptosis, en los dias y/o semanas siguientes a la lesidn, en

comparacién con animales que no recibieron dicho tratamiento (Pentkowa, 2006).

Estudios en ratones con deficiencia genética de MT han demostrado un
incremento en la apoptosis en el SNC, lo que sugiere que la MT tiene una
participacion directa en la prevencién de la muerte celular (Carrasco,1999).

En experimentos donde se han utilizado ratones Knockout pata MT | y Il, los
animales mostraron atrofia de axones largos mielinizados, esto debido a los
efectos del estrés oxidativo en ausencia de la MT (Stankovic, 2005). Asi mismo,
después del aplastamiento del nervio ciatico en ratones Knockout pata MT Iy Il
se demostré que la regeneracién axonal fue deficiente en comparacién con

animales cuya expresion de la MT no fue inhibida (Ceballos y cols., 2003).

En relaciéon a estos resultados, Giralt y colaboradores (2002), observaron que el
tratamiento con MT | y MT |l es efectivo después de una lesién cerebral tanto en

ratones Knockout como en animales sin inhibicion de la proteina.

Cabe mencionar, que los estudios que se han hecho utilizando MT Ill como
tratamiento en lesiones cerebrales, han mostrado que esta isoforma no tiene
efecto significativo en relacidon a muerte celular y estrés oxidativo, por lo que los
autores concluyen que la MT Il tiene funciones diferentes a las isoformas de la MT
I y Il durante una lesién cerebral (Carrasco y cols., 2003)

Existen algunas propuestas que podrian explicar como es que la MT Il puede
incrementar la capacidad de los astrocitos para promover la regeneracion
neuronal, por ejemplo, sus funciones sobre la homeostasis de los metales
esenciales, el almacenamiento y la destoxificacion de los metales no esenciales,

apoptosis y depuracion de RL (West A.K 'y cols., 2008).

Es probable que la MT sea un mecanismo por el cual los astrocitos se defienden
de elementos toxicos, tales como los RL. En este modelo la MT y otras proteinas
actuan primordialmente para permitir a los astrocitos reducir el ambiente nocivo

alrededor de la lesion, de tal manera que, la probabilidad de supervivencia y
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regeneracion neuronal se incrementan (Chung y cols., 2004). Sin embargo, se ha
demostrado que la funcién de las MT | y Il, es mas compleja que una simple
participacion con los astrocitos, por ejemplo, estas isoformas incrementan
fuertemente la regeneracion después de una lesion, al agregarse directamente a
cultivos de neuronas danadas. En estos experiemntos no hay glia é células del
sistema inmune presentes, mostrando asi, que esta proteina puede actuar
directamente en las neuronas dafnadas, fuera del contexto de los astrocitos
(Chung y cols., 2003).

Por otro lado las isoformas de la MT | y Il son inmunomoduladores, siendo estas,
factores antiinflamatorios que reducen significativamente la activacion vy
reclutamiento cerebral de monocitos/macréfagos y linfocitos T, como se ha
demostrado en diferentes condiciones neuropatologias. Las MT | y Il pueden
inhibir las células inflamatorias por interferencia directa con la superficie celular,
alterando de este modo la adhesion y la interaccién célula- célula; de hecho, estas
isoformas se fijan especificamente a la membrana celular de macréfagos, células
B y T, lo cual podria contribuir a la inhibicién de la activacion, proliferacion e
invasién de los leucocitos (Penkowa, 2006).

En el SNC también se han detectado efectos de las MTs sobre el crecimiento y la
diferenciacion de células (Carrasco y cols., 2000).

En cuanto a los resultados obtenidos de la determinacion de las isoformas de la
MT I, Il y lll por ECZ, segun la técnica planteada por Beattie (1998), se observd
que dichas isoformas presentaron concentraciones bajas, y al realizar la
comparacion entre el grupo control (animales con laminectomia sin lesion
sacrificada después de 2h) y los grupos experimentales (animales con LTME
sacrificados después de 2, 4, 12 y 24h) el andlisis estadistico no fue significativo
en ningun caso, prueba de Kruskal-Wallis.

Las bajas concentraciones detectadas de las isoformas inducibles podrian
explicarse por el efecto antioxidante que posee la proteina, ya que, al reaccionar
con los RL, particularmente el radical OH, esta es consumida, dando como
resultado niveles de deteccion bajos de la forma reducida. Ademas, el problema
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que representa la alta oxidacion de la molécula y el polimorfismo que puede
presentarse in vivo, complican el esclarecimiento de las funciones especificas de
las isoformas (Dabrio y cols., 2002).

Al respecto, se ha argumentado que el factor determinante del efecto antioxidante
de la MT es la liberacion de Zn de la MT (Thomas y cols., 1986). Se sabe que la
presencia de Zn en la MT le confiere estabilidad y que bajo condiciones de estrés
el Zn es liberado de la MT, por ejemplo, cuando los niveles de ON o RL
incrementan, es decir, la liberacion de Zn estd condicionada a alteraciones en el
ambiente intracelular (Kang, 2006).Cabe resaltar que la liberacion de este metal
lleva a la formacion de la tioneina, nombre que hace referencia a la MT sin

metales (Carrasco y cols., 2000)

La identificacion, cuantificacion y caracterizacién de las isoformas de la MT,
constituyen una importante contribucion para poder elucidar el papel especifico de
cada isoforma en el organismo, siendo la ECZ una herramienta muy poderosa de
separacion que puede ayudar a revelar la importancia de cada isoforma a nivel
biolégico (Minami y cols., 2002); sin embargo, es necesario proponer y desarrollar

un método que ayude a optimizar la deteccidn y cuantificacion de las isoformas.

Con la finalidad de corroborar si los resultados representativos que se obtuvieron
en este estudio son correctos es necesario realizar un estudio aumentando el
numero de animales de experimentacion y variando las condiciones para el

tratamiento de la muestra.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion, asi como lo
reportado en la literatura, se le pueden conferir propiedades neuroprotectoras a la
MT I, ya que es capaz de reducir el estrés oxidativo y la produccioén de citocinas
proinflamatorias (Hidalgo y cols., 2000). Sin embargo, es necesario realizar
estudios que ayuden a esclarecer su mecanismo de accién, no obstante, esta
proteina representa una alternativa terapéutica para ayudar a reducir el dafo

después de una LTME.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos de la evaluacién funcional de los animales
es posible concluir que la MT Il, posee un efecto de neuroproteccion funcional
parcial, ya que al hacer una comparacion entre las medias de los tratamientos por
la prueba de Dunnett, se encontr6 una diferencia significativa entre el grupo
control y los grupos tratados con 10ug y 100ug de MT Il (p< 0.05), no asi al
administrarse a una dosis de 3.2 pug.

Los resultados del ajuste con la ecuacion de Hill, de los resultados promedio del
ABC, durante ocho semanas de evaluacién, de los animales tratados con
diferentes dosis de MT (3.2, 1 0y 100 pg), administradas a las 2 y 8 h después de
la lesion, mostraron que los valores de Emax y K fueron 46.235 y 1.073

respectivamente.

Los resultados obtenidos del analisis de tejido preservado muestran que la MT I
tiene un efecto neuroprotector, ya que al hacer una comparacién entre las medias
de los tratamientos utilizando una ANOVA seguida por la prueba de Dunnett, se
encontré una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y los
grupos tratados con 10ug y 100pg de MT Il (p< 0.05), no asi al administrarse a
una dosis de 3.2 ug.

Se realizd una caracterizacion primaria de las isoformas de la MT |, MT Il y MT lll,
asi como la cuantificacion de las mismas, en un modelo de LTME en la rata.
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NEUROPROTECTIVE EFFECT OF METALLOTHIONEIN Il AFTER SPINAL CORD
INJURY IN RATS.

AUTHOR BLOCK: S. ARELLANO-RUIZ1, *A. DIAZ-RUIZ2, H. SALGADO-CEBALLQOS3,
M. MENDEZ-ARMENTA2, M. ALTAGRACIA1, J. KRAVZOV1, K. JIMENEZ-GARCIAT1, C.
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2Neurochemistry, Natl. Inst. of Neurol Mexico, Mexico, Mexico; 3UIMEN-CMN Siglo XXI,
Inst. Mexicano del Seguro Social, Mexico City, Mexico.

Abstract: After spinal cord injury (SCI), a complex cascade of pathophysiologic processes
damages the nervous tissue rapidly. The initial damage spreads to the surrounding tissue
by different mechanisms, including excitotoxicity, increased intracellular calcium, and
exacerbated inflammatory response, leading to a raised production of free radicals and
subsequent oxidative stress. We have recently reported an induction of metallothionein
(MT) protein as an endogenous rapid-response mechanism after spinal cord injury. MT is
a low-molecular-weight, cystein-rich peptide able to scavenge free radicals. The
participation of MT in neuroprotective processes after SCI is unknown. The aim of the
present study was to evaluate the possible neuroprotective effect of exogenously
administered MT-II during the acute phase after SCI in rats. Female Wistar rats weighing
200-250g were submitted to spinal cord contusion, by means of a computer-controlled
device (NYU impactor). Rats received MT-II treatment at different i.p. doses (3.2, 10 and
100 ng/Kg of weight), 2 and 8h after SCI. Control group rats received saline solution 2 and
8 h after SCI. Motor recovery of the animals was assessed using the BBB scale, every
week for 5 weeks. At the end of the study, spinal cord tissue was processes for histological
evaluation of spared tissue, using morphometric analysis. Results of the BBB scale were
statistically analyzed using the repeated-measures ANOVA, followed by the Tukey’s test.
MT-Il. From the three doses tested, only 10 and 100 pug/Kg were able to significantly
increase (p<0.04) BBB scale scores, from a mean of 2.5 of the control group at week five,
to means of 6.4 and 6.6 for the 10 and 100 ug/Kg of MT-II, respectively. Spared tissue was
also higher in the groups treated with 10 and 100 pug/Kg, as compared to the control group
values. Results from the present study demonstrate a significant neuroprotective effect of
exogenously administered MT-II. Further studies are needed in order to characterize the
mechanisms involved in this neuroprotective action.
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EVALUACION DEL EFECTO NEUROPROTECTOR DE LA METALOTIONEINA 1,
ADMINISTRADA A DIFERENTES DOSIS, SOBRE LA RECUPERACION MOTORA EN
UN MODELO DE LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL EN RATA.

SUSANA ARELLANO RUIZ', ARACELI DIAZ RUIZ', MARISELA MENDEZ ARMENTA?
HERMELINDA SALGADO CEBALLOS®, KARLA CRISTINA JIMENEZ GARCIA,
CAMILO RiOS".

'Departamento de Neuroquimica, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel
Velasco Suarez S.S.A México. %Laboratorio de Neuropatologia, Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez S.S.A México. °Unidad de
Investigacion Médica en Enfermedades Neurolégicas, Hospital de Especialidades, Centro
Médico Nacional Siglo XXI México.

Introduccién: Después de una lesion traumatica de la médula espinal (LTME) el dafio se
incrementa por la acciéon de una serie de mecanismos autodestructivos. Para inhibir o
disminuir estos fenédmenos, se han utilizado diversos tratamiento neuroprotectores sin
embargo su eficacia no ha sido satisfactoria. Por tal motivo se siguen desarrollando otras
estrategias neuroprotectoras a nivel experimental y clinico. En este trabajo proponemos el
uso de la metalotioneina (MT) una proteina antioxidante con capacidad para atrapar
radicales hidroxilo y superdxido, como tratamiento neuroprotector después de una LTME.
Objetivo:Evaluar el efecto neuroprotector de Metalotioneina |l administrada a diferentes
dosis en un modelo de LTME en ratas. Material y métodos: Se utilizaron ratas Wistar,
hembras de 200 a 250gr sometidas a LTME, posteriormente los animales fueron divididos
en cuatro grupos y se les administraron 3 diferentes dosis de MT (3.2,10.0 y 100.0ug) por
via i.p. a las 2 y 8 horas después de la lesion de acuerdo a los niveles minimos presentes
en el sitio del dafio. Se establecié la curva dosis-respuesta a partir de la evaluacién de la
recuperacion motora utilizando la escala motora BBB que evalla la calidad de la marcha.
Resultados:Los resultados demostraron una mayor recuperacion funcional en todos los
animales que recibieron tratamiento con MT a diferentes dosis al ser comparados con el
grupo control (lesionado sin tratamiento). Discusién:De acuerdo con los resultados
obtenidos podemos observar que la MT-Il es un tratamiento neuroprotector parcial por
que la recuperacién motora de los animales no es satisfactoria. Este efecto se ve muy
claro cuando los valores de recuperacion funcional fueron comparados con los de
dapsona (farmaco neuroprotector con mejores resultados), por lo que una opcién seria
combinar ambos tratamientos. Conclusiones: La MT es una terapia neuroprotectora que
no genera efectos adversos y podria ser Gtil en combinacién con otros tratamientos.

Area: Investigacion Basica
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Tabla en la que se muestran los resultados de la recuperacién funcional evaluada con la
escala de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB) durante ocho semanas, de animales
sometidos a una lesion traumatica de la medula espinal (LTME) y tratados con diferentes
dosis de MT (3.2, 1 0 y 100 pg) administradas a las 2 y 8 h después de la lesion (dos
dosis para cada rata). LTME: Lesion traumética de la médula espinal mas 500 ul de
solucion salina; LTME MT 3.2ug 6 10ug 6 100ug: Animales tratados con Metalotioneina
(MT) a diferentes dosis de 3.2ug, 10ug y 100ug respectivamente.

Promedios D1 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

LTME 0 0.27 061 161 216 3.11 45 6.38 7.88
LTME/MT 3.2 O 1 227 366 444 483 6.16 7.5 9.94
LTME/MT10 O 0.75 3 475 587 737 912 105 12.62
LTME/MT 100 O 1.16 283 472 6141 7.44 877 972 10.88
E.E. D1 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
LTME 0 0.12 021 023 040 0.67 0.88 1.03 1.28
LTME/MT 3.3 O 0.18 037 053 059 0.68 0.89 1.04 1.47
LTME/MT10 O 0.21 046 070 082 112 14 1.6 2.07
LTME/MT 100 O 0.40 066 0.79 0.9 1.08 1.6 1.84 1.94
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Tabla en la que se muestran los resultados promedio del ABC, durante ocho semanas de
evaluacion, de los animales tratados con diferentes dosis de MT (3.2, 1 0 y 100 ng),
administradas a las 2 y 8 h después de la lesion.

Dosis Log Dosis ABC EE
LTME/Vehiculo 0 22.611 3.752
LTME/MT 3.2 0.5 34.861 4.536
LTME/MT 10.0 1 47.687 7.528
LTME/MT 100.0 2 46.222 8.032

Tabla en la que se muestran los resultados del ajuste con la ecuacion de Hill, de los
resultados promedio del ABC, durante ocho semanas de evaluacion, de los animales
tratados con diferentes dosis de MT (3.2, 1 0 y 100 ng), administradas a las 2 y 8 h
después de la lesion.

Parametro Estimacion EE Intervalo de Confianza 95%
K 1.073 1.109 -1.222 3.367
Emax 46.235 7.533 30.651 61.819
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Tabla en la que se muestran los valores promedios de 8 a 9 animales por grupo de la
cuantificacion de tejido preservado: LTME-vehiculo 5.32 + 0.32mm?, LTME- MT 3.2ug
6.02 + 0.19mm? LTME- MT 10ug 6.62 + 0.21mm? LTME- MT 100ug 6.29 + 0.31mm?.

MEDIA EE N
LTME 5.3211 31621 9
LTME/MT3.2 6.0278 .19569 9
LTME/MT10 6.6225 .21821 8
LTME/MT100 6.2975 31317 9
Total 6.0441 .15226 34

Tabla donde se muestran los datos de la linealidad promedio utilizando el estandar de la

MT I, A= 234nm.
[MT 1] (ug/mL) AUC (1) AUC (2) AUC (3) AUC (Promedio)
0 0 0 0 0
100 2220 2241 2234 2232
500 11160 11187 11139 11162
1000 22312 22370 22398 22360
1500 33480 33356 33542 33459
r r? m b
0.99999878 0.99999755  22.3177 5.5743
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Tabla donde se muestran los datos de la linealidad promedio utilizando el estandar de la

MT I, A= 234nm.
[MT 1] (ug/mL) AUC (1) AUC (2) AUC (3) AUC (Promedio)
0 0 0 0 0
100 1921 1943 1937 1934
500 9695 9621 9703 9673
1000 19210 19132 19453 19265
1500 28815 28511 28376 28567
r? m b

0.98426087 0.96876947

19.0763 60.4723

Tabla donde se muestran los datos de la linealidad promedio utilizando el estandar de la

MT Ill, A= 234nm.
[MT 1] (ng/mL) AUC (1) AUC (2) AUC (3) AUC (Promedio)
0 0 0 0 0
100 2618 2587 2633 2613
500 13090 13132 13204 13142
1000 26176 26056 26212 26148
1500 39294 39265 39243 39267
r? m b

0.99999838 0.99999675

26.1684 9.5995
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