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INTRODUCCION

En el presente proyecto, se aborda la fisiopatologia de la lesién traumatica de la médula
espinal en modelos experimentales debido, a que este padecimiento es de gran importancia
por las consecuencias graves y el impacto que tiene en la calidad de vida de los pacientes.

La lesion traumatica de médula espinal surge de la consecuencia de caidas, violencia, o
accidentes, resultando en la interrupcion parcial o completa de la comunicacién entre el
cerebro y las regiones del cuerpo debajo del nivel de la lesidon. Esto, conlleva al sufrimiento
de los pacientes, pues el dolor es una de las condiciones que padecen las personas
lesionadas.

La lesibn en médula espinal es efectora de una variedad de cambios simultaneos en el
organismo. Se produce isquemia e inflamacioén, que logra efectos fisiolégicos que repercuten
al organismo que ocasionan dolor y surgimiento de radicales libres lo que ocasiona estrés
oxidativo en el organismo. (Genovese, T. et al., 2007).

Con ello, surge la necesidad de encontrar alternativas farmacolégicas de tratamiento para el
dafio ocasionado, y también proteger a las células de los efectos ocasionados por el trauma.
(Diaz et al., 2016). La dapsona, un farmaco antiinflamatorio, disminuye la actividad de la
mieloperoxidasa, la lipoperoxidacién, mejora la funcién neurolégica y aumenta la cantidad de
tejido libre después de lesion en médula espinal en ratas. (Rios et al., 2015).

La importancia de este trabajo fue evaluar el efecto neuroprotector de la dapsona, con base
en la cuantificacion de la lipoperoxidacién y la concentracion de glutation reducido.

Il.  ANTECEDENTES

Médula Espinal

La médula espinal, forma parte del sistema nervioso central (SNC). La cual, deriva del tubo
neural en la porcién segmentada del embrién, al igual que el cerebro, ésta se encuentra
rodeada de liquido cefalorraquideo y de meninges. En los adultos, la médula espinal se
extiende del foramen magnum hasta la L1-L2. Presenta dos abultamientos fusiformes a nivel
cervical y lumbar y, en su extremo inferior, se adelgaza formando el cono medular, que
termina en una porcion fibrosa y estrecha llamada filum terminale, el cual, se fija en el sacroy
el coccix.

Los cortes transversales de la médula espinal tienen la forma de mariposa, donde se
encuentra la materia gris central, y dos regiones distintas, los cuernos dorsales y ventrales.
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Cabe destacar que, sélo en la médula espinal toracica y lumbar, es visible un tercer cuerno,
el cuerno (intermedio)lateral, donde se encuentran neuronas que pertenecen al sistema
nervioso autonomo (SNA). El cuerno lateral toracico, contiene especificamente neuronas
simpaticas preganglionares. En todos los segmentos, la conexién central de la materia gris
(comisura gris anterior y materia gris intermedia, respectivamente), rodea el canal central,
gue esta revestido por células ependimarias y contiene liquido cefalorraquideo. (Weidner et
al ., 2017)

La médula espinal humana se subdivide en un total de 31 segmentos:

e Vértebras cervicales (8): Cuello

e Vértebras dorsales (12): Unidas a la caja toracica

e Vértebras lumbares (5): Situadas en la parte inferior de la espalda
e Vértebras sacras (5): Situadas en la cadera

e Vértebras coccigeas (4 fusionadas): Coccix

De cada segmento, se origina un par de raices dorsales y ventrales, que se componen de
dorsal y ventral y salen juntas de la meédula espinal en la correspondiente depresion
anterolateral y posterolateral, respectivamente. (Weidner et al., 2017). Este punto de salida,
(fila radicularia) es una continuidad a lo largo de la médula espinal. Las raices dorsales
contienen, los ganglios de la raiz dorsal (espinal), que se encuentran dentro de los agujeros
intervertebrales, compuestos por neuronas pseudounipolares, que dan lugar a un Unico axén
con una bifurcacién en un proceso central y otro periférico. (Weidner et al ., 2017)

La médula espinal tiene dos regiones, una de ellas compuesta por la sustancia (materia) gris
y otra, por la sustancia (materia) blanca. La materia gris de la médula espinal aparece en el
corte transversal como una regién en forma de H o mariposa. Cada mitad simétrica, consta
de un cuerno dorsal, que incluye una cabeza cuello y base, una region intermedia y un
cuerno ventral. (Darby et al., 2014)

Un pequefio cuerno lateral adicional situado entre los cuernos dorsal y ventral esta presente
en los segmentos de la cuerda T1 a L2 o L3.

En general, el cuerno dorsal es un receptaculo para la entrada sensorial aferente, y el cuerno
ventral esta implicado en funciones motoras, incluyendo el alojamiento de los cuerpos
celulares de las neuronas motoras.

MicroscOpicamente, la materia gris es una regién densa de cuerpos celulares de las
neuronas, procesos celulares y sus sinapsis, células y capilares. (Darby et al., 2014)

Por otro lado, la materia blanca, se encuentra en la periferia de la materia gris, contiene
axones mielinizados y no mielinizados, células gliales y capilares, consta de tres regiones: un
funiculo dorsal (columna) entre los cuernos dorsales, un funiculo lateral (columna) entre cada




cuerno dorsal y el cuerno ventral, y un funiculo ventral (columna) entre los cuernos ventrales.
Los tractos, o fasciculos, estan presentes dentro de cada una de estas regiones. Pueden ser
tractos ascendentes, que transmiten informacion sensorial a los centros superiores, o tractos
descendentes, que se originan en centros superiores y envian sefiales descendentes a la
meédula. (Darby et al., 2014)

Meninges de la médula espinal.

Las meninges, protegen y dan soporte al encéfalo y la médula espinal del exterior hacia
adentro, estas son la duramadre, la aracnoides y la piamadre, la importancia de esta
(piamadre) es proporcionar estabilidad a la medula en el canal vertebral gracias a los
ligamentos dentados, forma parte de las leptomeninges con la aracnoides y se adhiere a la
superficie de la médula espinal. Es una membrana altamente vascularizada, se extiendes
debajo del cono medular como el filum terminale , dentro de la cisterna lumbar que conecta
con el coccix, la aracnoides es una capa delicada que se encuentra adherida a la duramadre
por presion de liquido cefalorraquideo (LCR) y las células del borde dural, también forma
parte de las leptomeninges con la piamadre, su funcion es recubrir la duramadre, ambas se
extienden cerca S2 (aunque la médula espinal termina en el nivel L1 o L2), creando una
cisterna lumbar grande, finalmente, la duramadre es la capa externa que no es flexible, se
extiende a S2, la parte inferior de la médula espinal es el saco dural, rodea la médula espinal
contintia con la capa meningea de la duramadre en la boveda craneal. (Gould, 2014)

La médula espinal también esta dividida en segmentos, donde se lleva a cabo la conexion
entre los nervios raquideos hacia regiones especificas del cuerpo. (De Jesus, 2014)

e Nervios raquideos cervicales: C1-C8, controlan sefiales que van a la cabeza, cuello,
hombros, brazos manos y diafragma.

e Nervios raquideos dorsales T1-T12, sefales que van a los musculos toracicos, los
bajos de la espalda y partes bajas del abdomen.

e Nervios raquideos lumbares L1-L5, controlan las sefiales que van a la parte baja del
abdomen, espalda, gluteos, algunas partes de oOrganos genitales y zonas de las
piernas.

e Nervios raquideos sacros S1-S5, controlan sefiales que van a los muslos, parte
inferior de las piernas, mayoria de 6rganos genitales y alrededor del ano.

e Nervio coccigeo: Transmite informacidn sensitiva de la piel de la region inferior de la
espalda.

Neuronas

Son las subunidades estructurales y funcionales basicas del sistema nervioso; estan
especializadas para responder a estimulos fisicos y quimicos, conducir impulsos
electroquimicos, y liberar reguladores quimicos. Por medio de estas actividades, las
neuronas permiten la percepcion de estimulos sensoriales, el aprendizaje, la memoria, y el
control de musculos y glandulas, se integran por un cuerpo celular, dendritas y un axon.

e
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Las motoneuronas llevan a cabo las sefiales a los érganos efectores, las neuronas
sensoriales reciben sefiales de los receptores ademas de funcion integradora y las
interneuronas conectan con las motoneuronas.

Microglia

Las células gliales se clasifican, segun su morfologia, funcion y localizacion, en: 1) microglia,
las Unicas células gliales de origen inmunitario, que llegan al cerebro a través de la sangre
durante el desarrollo temprano; 2) astrocitos, y 3) células de Schwann y oligodendrocitos,
que forman capas de mielina alrededor de los axones en el sistema nervioso periférico y
central, respectivamente. (Vivancos et al., 2013), a diferencia de las neuronas, la microglia
tiene un origen mesodérmico.

Astrocitos

Se encuentran la mayoria en las células del sistema Nervioso central, funcionan como
barrera hematoencefélica, amortiguador idnico, cicatriz glial, soporte estructural, pila de
neurotransmisores, soporte metabdlico, reserva de glucogeno y modificador sinaptico, los
astrocitos fibrosos se encuentran en la sustancia blanca, el protoplasmico en la sustancia gris
y radial juega un papel importante en la guia de la migracién neuronal durante el desarrollo.

Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos son las células que mielinizan a los axones envolviéndolos mediante
una vaina multiestratificada de mielina. La mielina esta presente en todo el SN y esta
particularmente concentrada en areas donde hay principalmente axones (en el SNC, se
conoce como la materia blanca. (Gémez, 2014). Estos, se encuentran en la materia gris
denominados oligodendrocitos perinuerales, los oligodendrocitos son mas pequefios que los
astrocitos y tienen mas cortos y menos ramas, no contienen neurofilamentos, en la materia
blanca, se encuentran en filas a lo largo de fibras mielinadas y se conocen como
oligodendrocitos interfasciculares. (lkezu et al., 2018)

Células de Schwann

Son células aplanadas con un nucleo alargado orientado longitudinalmente a lo largo de la
fibra nerviosa. La superficie de todos los axones en nervios periféricos es recubierta por
estas células no mielinizantes o mielinizantes. (Ikezu et al., 2018)

Se encuentran en dinamica comunicacién con los axones neuronales ya gue tiene influencia
en la regulacion del desarrollo, mantenimiento y funcién de los nervios periferiales, ademas
de la regeneracion periferial. Los nervios, posterior a una lesién son capaces de sostener la
remielinacion en los axones del sistema nervioso central. (Lavdas, 2014)




Lesién de médula espinal

La médula espinal contiene neuronas que controlan y coordinan diversas funciones
fisiologicas, sufrir una lesion en la misma puede traer graves consecuencias a diversos
sistemas. La mayoria de las lesiones son causadas con algun golpe en la columna vertebral,
algunas de estas lesiones pueden sanar, sin embargo, otras en la mayoria de los casos
resultan en lesiones permanentes, causando una paralisis. Las lesiones de la médula espinal
se clasifican por la columna vertebral segun el nivel en donde ocurren, y este nivel dicta el
probable impedimento o impedimentos que ocurrira por la lesion; por ejemplo, una lesion en
la regidn sacra de la columna comunmente puede afectar la funcion del intestino y la vejiga.

La lesion, afecta funciones motoras y autonomicas lo cual conduce a severas complicaciones
secundarias, que repercute en la calidad de vida de los pacientes. Se ha demostrado que el
dolor estaba asociado con las percepciones de los pacientes sobre su funcionalidad
cognitiva, fisica y emocional después de la lesion de médula espinal. (Hatch et al., 2018.)

Fisiopatologia de la lesion de médula espinal

Una lesién traumatica en la médula espinal se puede observar en dos momentos, el primero,
el trauma mecanico, resulta de la destruccion del parénquima neural y no se puede remediar,
ya que es un dafio disruptivo a los axones, vasos sanguineos y a las células gliales. A partir
de entonces, se activan sucesivamente procesos que causan dafios secundarios, lo que
conduce a una propagacion de la lesién dentro del tejido neural inicialmente salvado por el
traumatismo. (Weidner et al., 2017)

El dolor crénico ha estado asociado con la depresion, fatiga crénica y disminucion de la
calidad de vida. El problema principalmente yace en el dolor después de la lesion pues es
multifactorial y complejo. Los dafios primarios corresponden a la disrupcion mecanica, de
axones, y otras membranas pertenecientes a las células gliales, ademas de perjudicar los
vasos sanguineos y causando microhemorragias en la sustancia gris.

En modelos animales, la lesion traumatica usualmente es ocasionada por contusion directa o
compresion de la médula espinal. (Weidner et al., 2017) Los cambios que ocurren en la
segunda fase (como fase aguda) de la lesion es causada por la permeabilizacion celular,
sefalizacion pro-apoptotica y dafio isquémico debido a la destruccion del soporte
microvascular de la médula espinal en minutos después del dafio, en las hemorragias
severas reportadas influyen células inflamatorias como citocinas y péptidos vasoactivos,
aumentando el nivel de las citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral y la
IL-1B. (Ahuja et al ., 2017), la llegada de células inflamatorias (macréfagos, neutrofilos y
linfocitos) a la médula espinal permanecen en la médula mas alla de la fase subaguda.




Aunado a la respuesta inflamatoria en las fases aguda y subaguda descritas, se combina la
ruptura de la barrera hematoencefalica, la inflamacion lleva a una gran compresiéon mecanica
en la médula y se extiende a segmentos de la columna vertebral empeorando la lesion.
(Ahuja et al., 2017) La isquemia y necrosis conducen a la acumulacion de glutamato
extracelular el cual inicia el proceso de excitotoxicidad, siguiendo en este periodo, la
reperfusion alrededor del tejido estd asociado con el incremento perjudicial de radicales
libres.

Como se ha mencionado, el trauma ocasionado induce citotoxicidad y edemas ionicos y
vasogeénicos. El compartimiento intracelular abarca aproximadamente el 70% del liquido del
SNC, lo cual es rico en K* y pobre en Ca?" ¥ Na* comparado con el compartimento
extracelular e intersticial. Durante la isquemia, el agotamiento del ATP comprometera el
mantenimiento del gradiente produciendo demasiado Na*, seguido del flujo pasivo de CI por
los canales de cloro y de moléculas de agua a través de canales de agua. Durante la
isquemia, el agotamiento del ATP comprometerd el mantenimiento del gradiente y se
producira una masivo de Ni+, acompafiado de un flujo pasivo de CI- a través de los canales
de cloruro y de moléculas de agua a través de los canales de agua de las acuaporinas. Esta
afluencia de solutos y agua en el compartimento intracelular provoca la hinchazén de la
célula y la pérdida de la integridad del citoesqueleto que conduce a la muerte celular.
Ademas, la estimulacion del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) durante la excitotoxicidad
favorece la entra de Na*, Cl' y agua en las neuronas y la glia.

La fase aguda temprana de la lesion de médula espinal tiene lugar aproximadamente entre 2
y 48 horas después de la lesion, la cree que la muerte celular aguda causada por necrosis es
incontrolable, ya que se llega a un dafio secundario fulminante durante el periodo de
produccion de radicales libres, desregulacion idnica, excitotoxicidad mediada por glutamato
neurotoxicidad asociada a la inmunidad, provocando una lesién axonal adicional, la muerte
celular y la propagacion de la lesién en el tejido circundante. (Weidner et al., 2017)

La excitotoxicidad se relaciona con el incremento de las concentraciones de glutamato
debido a la activacion de los receptores de glutamato causando muerte celular, indicando
gue sus concentraciones son téxicas y suficientes para inducir la muerte de las células. El
glutamato es un neurotransmisor que se encuentra en el SNC que se une a los receptores
ionotropicos como NMDA, receptor AMPA, receptores de kainato, asi como los receptores
metabotropicos. La excitotoxicidad no solo dafia la sustancia gris sino también causa dafo
secundario en la sustancia blanca. El glutamato se libera por la ruptura mecanica directa de
las células y, en menor medida, de las células apoptoéticas y necroticas.

El dafio que se genera en la sustancia blanca es debido a la falla en los gradientes de Na*y
K* a través de las membranas axonales después de la lesion medular causaran una inversion
del transporte de glutamato dependiente del Na+ y, en consecuencia, un importante flujo de




glutamato, por otro lado, en la sustancia gris, no hay equilibrio homeostatico, lleva a
incremento en los niveles de Ca?* y la liberacion local de glutamato en la sinapsis, y con ello,
los axones pueden descargar cantidades toxicas de glutamato celular cuando los niveles de
calcio son elevados.

El mecanismo de excitotoxicidad de la sustancia gris se encuentra asociada con los
receptores ionotropicos de glutamato, particularmente receptores de NMDA, su activacion
por el glutamato promueve una muerte celular retardada (entre 1 y 7 dias después de la
lesion) de la neurona y la glia. La aplicacion del agonista del receptor (MK-801) para
bloquear la activacion del receptor NMDA poco después de la LME mejoré la recuperacion
motora y redujo la formacién de edema. Del mismo modo, la administracion de un agonista
de los receptores de aminoacidos excitatorios no NMDA (NBQX) dio lugar a un menor
tamafio de la lesion y a un mejor estado neuroldgico caudal al lugar de la lesion.

Ademas, una activacion excesiva de los receptores de glutamato metabotropicos del grupo |
regulara al alza la expresién de los receptores NMDA vy, por tanto, también aumentara
indirectamente la afluencia de calcio. La afluencia de Ca?* a través de los receptores de
glutamato ionotrépicos, como el receptor NMDA, conducira a la muerte celular a través de la
activacion de varias cascadas de dafio secundario, incluyendo la degradacion proteolitica de
los componentes del citoesqueleto (como la espectrina, la proteina asociada a los
microtibulos 2 (MAP2) y los neurofilamentos), la peroxidacion lipidica, la producciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y el fallo respiratorio mitocondrial. (Weidner et al .,
2017)

Lipoperoxidacion y especies reactivas de oxigeno

Ademas de la generacion de radicales libres mitocondriales, la acidosis observada después
de la LME promueve la liberacion de las reservas de hierro intracelular fuertemente
secuestradas de la ferritina y la transferrina. La oxidacion espontanea del Fe?* en Fe3*
también generara radicales superéxidos. Ademas, la reaccion del Fe3* con el peréxido de
hidrégeno generara radicales hidroxilos altamente reactivos a través de la llamada reaccion
de Fenton. Los ROS (especies reactivas de oxigeno) y RNS (especies reactivas de
nitrdgeno) toxicos generados en condiciones patologicas reaccionan sobre numerosos
objetivos. La peroxidacion de los lipidos procede de acuerdo con tres pasos distintos,
primero, en el que las especies de oxigeno altamente reactivas reaccionan con los acidos
grasos poliinsaturados de la membrana y toman un electrén de los carbonos alilicos para
generar un lipido reactivo. Este lipido reactivo, interactuara con un radical superoxido para
formar un radical peroxilo lipidico. Este dltimo reaccionara en el acido graso vecino, y
causara de nuevo la produccion de un lipido reactivo. La propagacion de esta reaccion
continuara hasta que el lipido reactivo se apague con otro o hasta que no haya mas lipidos
insaturados disponibles.




Este ultimo paso, la terminacién, genera dos productos toxicos de peroxidacion, a saber, el 4-
hidroxinonenal (HNE) y el 2-propenal. La carbonilacion de los aminoacidos es también un
importante dafio asociado a los radicales libres, responsable del aumento de la oxidacion de
las proteinas observado tras una lesion traumatica de la médula espinal. Del mismo modo, el
RNS puede nitrar los residuos de tirosina para dar lugar a 3 nitrotirosinas (3-NT), que es un
marcador especifico del dafio proteico. (Weidner et al., 2017).

Los procesos de oxidacion de proteinas y de peroxidacion de lipidos desempefian un papel
importante en la cascada de dafio secundario que sigue a la lesion de médula espinal. Por
ejemplo, la peroxidacion lipidica exacerbara el desequilibrio idnico al desestabilizar varias
membranas, por ejemplo, la membrana citoplasmatica o el reticulo endoplasmico. Ademas,
la peroxidacion lipidica contribuye a la inhibicion de la Na*/K* ATPasa, lo que empeora la
acumulacion intracelular de Na*. El estrés oxidativo también puede atacar a las enzimas de
la cadena respiratoria mitocondrial, alterar el ADN, etc. y provocar un colapso metabdlico con
la consiguiente muerte celular necrética o apoptética. (Weidner et al., 2017)

La generacion excesiva de estas moléculas y el dafio oxidativo en los componentes celulares
de denomina estrés oxidante, que incluye, el dafio macromolecular que se considera en
términos de mecanismos oxidativos ligados a los radicales libres y la interrupcion de los
circuitos redox de tiol, lo que conduce a una sefalizacion celular aberrante y un control redox
disfuncional.

Dapsona

Desde 1937 se reportd que las sulfonas inhibian el crecimiento de varias bacterias
patogénicas, tales como Streptococci, Staphylococci, Gonococci, Pneumococci,
Mycobacteria lepra, el bacilo de la tuberculosis.

Formula: C12H12N202S
Nombre quimico: 4,4 -diaminofenilsulfona.

NH, Utilizado como droga bacteriostatica, (util
para el tratamiento de la lepra, tuberculosis,
malaria, sarcoma Kaposi, dermatitis y AIDS-

O\\ neumonia. De acuerdo con el Sistema de
S Clasificacion Biofarmacéutica (BCS), la
\\ dapsona es clasificada como compuesto de

o) clase IV, el cual tiene baja solubilidad en

agua, lo que resulta en un bajo indice
terapéutico. (Li et al., 2019)

Fig 1. Molecular structure of DAP.
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Farmacocinética

Por via oral es absorbida en el tracto gastrointestinal con una biodisponibilidad mayor al 86%.
Las sulfonas di sustituidas, como la sulfoxona, son pobremente absorbidas después de su
administracion oral y grandes cantidades excretada en heces. En voluntarios sanos,
después de 100mg de administracion oral la concentracion maxima en suero fie entre 1.10 y
2.33 mg/L alcanzado 0.5 a 4 horas.

La vida media de eliminacion de 12 a 30 horas. 24 has después de la ingresa oral de 100mg
de dapsona, la concentracion en plasma fue de 0.4 a 1.2mg/ L. La concentracion terapéutica
en suero es de 0.5 a 5 mg/L para lepra. Los niveles de suero se estabilizaron después de 8 a
10 dias de terapia. En nifios, la farmacocinética es similar a los adultos, una dosis de 2 mg/
kg diario 0 4 mg/kg semanal en una concentracion maxima equivalente a la de los adultos
gue alcanzaron al recibir 100mg de tabletas diario.

Distribucion
Es aproximadamente el 70% vinculado a proteinas su metabolito mono acetilado es casi

vinculado a proteina. Distribuida en todo el cuerpo higado, rifiones, piel y eritrocitos, ya que
atraviesa la barrera hematoencefalica, placenta y se ha encontrado en leche materna.

Después de su absorcién por el tracto gastrointestinal, la dapsona es transportada a través
de la circulacion hacia el higado. Donde es metabolizado por acetilacion o N-hidroxilacion, en
esta Ultima via, se produce la hidroxilamina, metabolito potencialmente toxico producido por
las enzimas del citocromo P-450 mientas que en la via de acetilacion por la N-
acetiltransferasa se producen metabolitos no toxicos mono acetil dapsona y diacetil dapsona.

Excrecion

A cerca del 85% de la dapsona es excretada por orina, como glucurénicos, cerca del 10% es
excretada en la bilis. Después de una dosis individual que dafa, cerca del 50% es excretada
durante las primeras 24 horas. Su excrecion puede ser disminuida por administracion de
probenecid e incrementado por rifamipin.

Actividad terapéutica

Antibidtico que actua como las sulfonamidas, inhibiendo la sintesis del acido dihidrofélico a
través de la competencia con para-aminobenzoato para el sitio activo de dihidropteroato
sintetasa. Por lo tanto, la dapsona inhibe el crecimiento de los microorganismos
dependientes de la sintesis endégena del acido félico.

La eliminacién de las bacterias, en infecciones inducidas en experimentalmente en ratones
aparecio estar asociados con efectos secundarios, las sulfonas fueron consideradas como
toxicas en el tratamiento de infecciones en el ser humano.
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Los efectos secundarios fueron el resultado de las excesivas dosis de dapsona
administradas en esos tiempos, comparadas con la de hoy en dia. En los afios cuarenta los
estudios sobre Dapsona y algunas sulfonas continuaron y demostraron su uso eficaz en el
tratamiento de la lepra, asi como de otras enfermedades infecciosas. En 1950 se asumio que
la dermatitis herpetiforme era una enfermedad infecciosa, y hallaron que el efecto de las
sulfonas sobre este mal resultaba positivo.

Actividad antiinflamatoria

La dapsona es efectiva en las dermatosis con acumulacion de neutrofilos, a través de
muchos mecanismos potenciales. La dapsona interfiere en la migracion quimiotactica de los
neutrofilos y en la adherencia mediada por la integrina (CD11b/CD18) de los neutrofilos
humanos in vitro.

La dapsona interfiere en la activacion o la funcion de la proteina G (tipo Gi) que inicia la
cascada de transduccidén de sefiales comun a los estimulos quimiotacticos. Esta inhibicion
suprime el neutrdfilo la contratacion y la produccion local de sustancias toxicas respiratorias y
productos de secrecion.

Los oxidantes no s6lo son importantes para la eliminacion de las bacterias, sino que también
participan en el dafio de los tejidos de los transelntes en muchos procesos de enfermedad.
El &cido hipocloroso, el oxidante mas importante, es producido por la enzima
mieloperoxidasa (MPQO) que contiene hemo en los neutrofilos y por la peroxidasa eosinéfilo.
Los estudios in vitro han demostrado que la dapsona inhibe la yodacién y la citotoxicidad
mediadas por la MPO de los neutréfilos en concentraciones comparables a los niveles
séricos obtenidos por dosis terapéuticas.

La dapsona parece unirse a la MPO, convirtiéndola irreversiblemente en un compuesto
inactivo (compuesto Il), con la modificacion quimica del sitio activo enzimatico. Se comprobd
gue la eosinofilperoxidasa es aun mas sensible a la inhibicién por la dapsona que la MPO.
Asi pues, la dapsona parece proteger a las células de las lesiones mediadas por los
neutréfilos y los eosindfilos al inhibir directamente la generacién de radicales toxicos
derivados del oxigeno. Asi pues, la dapsona parece proteger a las células de las lesiones
mediadas por los neutrofilos y los eosindfilos al inhibir directamente la generacion de
radicales toxicos derivados del oxigeno, mediante multiples mecanismos, la dapsona reduce
la liberacion de prostaglandinas y leucotrienos y bloquea sus efectos inflamatorios. El suero
de un paciente que toma dapsona, se inhibia la adherencia de los neutrofilos, mientras que el
suero del mismo paciente cuando no se recibe dapsona no tuvo ningun efecto inhibidor. (Zhu
et al ., 2001)
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OBJETIVOS
GENERAL

Evaluar el efecto neuroprotector y antioxidante de la administracion de antagonistas del
receptor NMDA como la dapsona en un modelo de lesion traumatica de la médula espinal en
rata.

ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la administracion de dapsona como tratamiento preventivo y
neuroprotector de la alodinia tactil, hiperalgesia mecanica que se presentan como
consecuencia de una lesion traumatica de la medula espinal, utilizando el paradigma
de ensayo up-Down.

2. Desarrollar el analisis de resultados reportando la accién antioxidante y cantidad de
glutation reducido con base en los datos experimentales obtenidos.

3. Evaluar el efecto antioxidante de la dapsona a través de la cantidad de productos
finales de la lipoperoxidacion presente en el tejido dafiado, después de una lesién
traumatica de la médula espinal en rata.

4. Analizar el efecto de la dapsona sobre el estado redox en el tejido daflado, midiendo
las concentraciones de glutation reducido después de una lesion traumatica de la
médula espinal en rata.

METODOLOGIA

Con base en la literatura y, los datos obtenidos de la parte experimental que, se realizé antes
de la contingencia sanitaria causada por el virus del SARS-CoV-2 en la Ciudad de México, se
determind la cuantificacion del ensayo de lipoperoxidacion a partir de la evaluacion del efecto
antioxidante, asi como el ensayo de glutation reducido.

De acuerdo con el analisis de las pruebas bioquimicas se evalué el efecto neuroprotector de
la dapsona posterior a la lesién traumética de médula espinal en modelos animales.
Finalmente, se llevd a cabo el andlisis estadistico de los resultados y datos experimentales
obtenidos y finalmente llegar a las conclusiones.
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ACTIVIDADES REALIZADAS

Procedimiento quirdrgico: Modelo de lesion traumatica de la médula espinal en rata.

Los modelos experimentales que se utilizaron en el estudio se distribuyeron en dos grupos,
uno de ellos (Sham) solo se les realizé la laminectomia y al grupo que se le realizo la lesion
traumatica de médula espinal (LTME). Estos se sometieron a cirugia por contusion de
acuerdo con Basso, (Basso et al., 1996), anestesiados con pentobarbital a 50mg/kg (i.p).
Bajo condiciones adecuadas, se realizé una incision extendida seguido de una laminectomia,
a partir de la region toracica media a baja, pasando por la zona caudal T10 y T12 para
exponer la médula espinal manteniendo la duramadre.

La contusion se llevé a cabo con un dispositivo impactador de caida libre con peso de la
Universidad de Nueva York (NYU), dejando caer un cilindro de 10 g de peso a 6.25mm de
altura. (Kim et al .,2012). Posterior se suturd la zona donde se llevo a cabo el procedimiento
quirdrgico, los animales se mantuvieron en area de recuperacion (Schroer Manufacturing
Co., Kansas City, MO, EE. UU.), posterior a ello, se alojaron en jaulas de acrilico
transparente individualmente bajo correctas condiciones, acceso ad libitum al agua y
alimento. Se les administr6 ciprofloxacino, 1mL s.c cada 12h durante 7 dias o bencilpenicilina
benzatina 1.200.000 U. | (dosis de 100ml/kg una sola dosis) y paracetamol en el agua de
bebida (Tempra jarabe infantil) 10 ml en 2 litros de agua durante 7 dias (Diaz et al., 2011).

Cuantificacion: Ensayo de lipoperoxidacion

Durante el ensayo, se ocuparon muestras de tejido de médula espinal de la doceava vértebra
toracica de 2mm rostral y 2mm caudal de la lesion del grupo de las ratas a las que solo se les
realiz6 la laminectomia (grupo Sham). Las presentes muestras se mantuvieron en
congelacion en nitrégeno liquido almacenadas a -70°C hasta su analisis de acuerdo Triggs y
Willmore (Triggs et al., 1984) y modificada por Diaz-Ruiz, (Diaz et al., 1999).

Cada una de las muestras obtenidas se homogeneizaron en 3mL de solucion salina (NaCl
0.9%), y se realizaron alicuotas de 1mL del homogeneizado a 4mL de una mezcla de
cloroformo-metanol (2:1, v/v). Se llevé a agitacion con un intervalo de enfriamiento en hielo
durante 30 minutos para lograr separacion de fases. El cloroformo fue medido por
fluorescencia en un espectrofotometro de luminiscencia Perkin-Elmer LS50B a 370 nm de
excitaciéon y 430 nm de emision, utilizando una solucién estandar de quinina (0.1g/mL)
ajustando a 150 unidades de fluorescencia. Los resultados se indicaron como unidades de
fluorescencia/g de tejido. La significancia estadistica de las diferencias de la peroxidacién
lipidica entre grupos se determiné mediante el analisis de varianza seguido de la prueba de
Tukey, utilizando el software SPSS (Diaz et al., 1999).
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Determinacion de concentracion de GHS

Para llevar a cabo la determinacion, se cuantifico el glutation reducido de acuerdo con el
meétodo descrito por Hissin y Hilf (Hissin & Hilf, 1976). La preparacion de la solucion estandar
de Glutation reducido, se hizo diariamente en fosfato de sodio, buffer de EDTA 5mM (pH 8) y
se mantuvo en hielo hasta su uso, una segunda solucion, fue de o-ftalaldehido (OPA) se
preparo diariamente en metanol absoluto de grado reactivo justo antes de su uso.

El tejido medular se homogeneiz6 en 3.75mL de buffer de EDTA-fosfato (pH 8) mas 1mL de
HPOs (25%), se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos y se separaron los
sobrenadantes, se adicionaron 500 pL del sobrenadante a 4.5mL de buffer de fosfato méas
100 pyL de o-ftalaldehido. Se incubaron las mezclas durante 15 minutos a temperatura
ambiente, y las sefiales de fluorescencia se obtuvieron en un espectrofotometro de
fluorescencia marca Perkin Elmer LS50B a 350 nm de excitacion y 420 nm de longitud de
onda de emision. Los resultados se expresaron micro moles de glutatiéon por gramo de tejido
hdamedo (Diaz et al., 2009).

Tratamiento farmacoldgico

La dapsona se prepar6 en una solucion vehiculo (etanol al 15%, propilenglicol al 40% vy
solucion salina fisiolégica al 0.9%), de acuerdo con la literatura consultada, se utilizaron 3.1,
6.25, 12.5, y 25 mg/Kg intraperitoneal (i.p). (Diaz et al., 2011), la dapsona se obtuvo de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).

Analisis estadistico

Para llevar a cabo el analisis de los datos obtenidos, se utilizé un andlisis de varianza
(ANOVA) de medidas repetidas ya que se ajusta a los datos de tratamiento y tiempo de
prueba como factores en la lesién traumatica de médula espinal, se utilizO6 ANOVA de una via
para analizar el area bajo la curva (ABC) en el modelo y el porcentaje de efecto maximo
posible (% MPE) se calculé con la siguiente férmula de Mata -Bermudez (Mata et al., 2018).

(ABCFarmaco - ABCVehl'culo)
(ABCSham - ABCVehiculo)

%MEP=( )x 10

Se recurrié al analisis post hoc utilizando la prueba de Dunnett, considerando significancia
estadistica de las diferencias en la lipoperoxidacion y concentracién de glutation reducido,
determinando a través de andlisis de varianza seguido de la prueba de Tukey (Diaz et al.,

1999). Las diferencias se consideraron significativas cuando p <0,05. Todos los datos se
expresan como la media £+ SEM de 6 animales por grupo.

Para el andlisis de datos se utilizd el paquete estadistico para las ciencias sociales (SPSS).
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OBJETIVOS Y METAS ALCANZADOS

1. Se evaluo el efecto preventivo y neuroprotector de la dapsona en la alodinia tactil y la
hiperalgesia mecanica a consecuencia de la lesion traumatica de la médula espinal.

2. Se evalud el efecto antioxidante de la dapsona a través de la lipoperoxidacion
presente en el tejido dafado después de una lesion traumatica de la médula espinal
en rata.

3. Se analizé el efecto de la dapsona sobre el estado redox en el tejido dafiado, de
acuerdo con las concentraciones obtenidas de glutation reducido.

4. Por medio de analisis estadistico se examinaron los resultados obtenidos, reportando
la accion antioxidante y cantidad de glutation reducido en las muestras de tejido
lesionado de la médula espinal de rata.

RESULTADOS

Evaluacion del efecto preventivo y neuroprotector del tratamiento con dapsona, disminucién
de la lipoperoxidacion, y la recuperacién de los niveles de glutation en ratas con lesion
traumatica de la médula espinal.

En la siguiente imagen, se muestran los datos obtenidos de la administracion de dapsona a
partir de 3 horas posteriores a la lesién, una vez al dia durante 3 dias, en la grafica A estan
los grupos control denominados Naive y -Sham, se muestran arriba de los 14 g, indicando
gue no desarrollaron alodinia tactil.

La administracién de dapsona a dosis crecientes (3.1-25 mg/Kg, i.p), indica que previno la
aparicion (p<0.05) de la alodinia tactil de dosis dependiente en las ratas lesionadas. Por otra
parte, el efecto mencionado no fue observado en el grupo de ratas lesionadas, pues sélo
recibieron el vehiculo. Asimismo, en la grafica B se demuestra que la dosis de dapsona
generd un 65.14% que corresponde al porcentaje maximo de efecto antialodinico posible
(Y%MEAP), obteniendo una DES50 de 41.40mmol (IC=3.59 a 29.41). Este porcentaje (YoMEAP)
se evallo 15 dias después de la lesion traumatica de médula espinal.

En la gréfica C, los animales como respuesta, retiraron la pata trasera aproximadamente 2
veces, lo cual indica que no desarrollaron hiperalgesia mecanica. Por otra parte, la
administracion crénica de dosis crecientes de dapsona (3.1-25 mg/kg, i.p.) evitd el aumento
(p <0,05) de manera dosis dependiente el nUmero de veces que el animal retira la pata en
respuesta a un estimulo nocivo (5,45, fuerza de 26 @), en contraste, este efecto no fue
observado en el grupo de ratas lesionadas a las cuales solo se les administro el vehiculo.

La grafica D indica la dosis de 25mg/Kg de dapsona que alcanzé un porcentaje maximo de
efecto antialodinico posible, logrando una DE50 de 21.91 mmol (IC=2.363 a 12.53). Tal
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evaluacion inducida por la administracién de dapsona fue evaluada 15 dias después de la
lesion traumatica en médula espinal.

En la gréfica E se observan los resultados obtenidos de la lipoperoxidacion, en donde los
grupos control (naive y Sham) representan las ratas normales, a diferencia, se observa que
la administracion a dosis crecientes de dapsona (3.1-25 mg/kg, i.p.) disminuyen de manera
significativa (p <0.05) la lipoperoxidacion de acuerdo con el grupo de animales lesionados
gue solo recibieron el vehiculo. Finalmente, en la grafica F se muestra que la administracion
de dapsona (25 mg/kg, i.p.) produjo un aumento significativo (p <0.05) en la concentracion de
GSH por gramo de tejido en comparacion con los animales a los cuales solo se les
administro el vehiculo. Estos datos sugieren que 8 horas después de la administracién aguda
de dapsona (3.1-25 mg/kg, i.p.) es capaz de disminuir la peroxidacion lipidica y la dosis de 25
mg/kg aumenta la concentracion de GSH presente en el tejido lesionado.
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Efecto preventivo y neuroprotector del tratamiento crénico con dapsona sobre la alodinia tactil, la
hiperalgesia mecéanica, lipoperoxidacion y la recuperacion de los niveles de glutation evaluados en
ratas con LTME. Grafica A) Resultado del curso temporal del 50% del umbral de retiro de la pata sobre el
efecto preventivo de la administracién crénica (una vez al dia durante 3 dias) de dapsona (3.1-25 mg/kg, i.p.)
sobre la aparicion de la alodinia tactil inducida. Grafica B) Las barras muestran el porcentaje méaximo de efecto
antialodinico posible (% MEAP). Gréfica C) Curso temporal del nimero de veces que el animal retira las patas
traseras sobre efecto preventivo de la administracién cronica (una vez al dia durante 3 dias) de dapsona (3.1-25
mg / kg, i.p.) sobre la aparicién de la hiperalgesia mecanica inducida por la LTME. Gréafica D) Las barras
muestran el porcentaje maximo de efecto antihiperalgésico posible (% MEHP) en ratas sin procedimiento
quirargico (Naive), ratas a las que solo se les realizo la laminectomia (Sham) y ratas con LTME (vértebra T12,
6.25 mm de intensidad) evaluados 15 dias después de la cirugia. ANOVA de medidas repetidas seguido de la
prueba de Dunnett. Grafica E) Resultado de la peroxidacién lipidica. ANOVA de una via seguida de la prueba
de Tukey. Los valores se muestran como un porcentaje relativo al control (Veh) tomado como 100% del
porcentaje + SEM de 6 animales por grupo. * p < 0.05 respecto al grupo lesionado que solo recibio el vehiculo
(Vehiculo). Grafica F) Concentraciéon de glutation reducido (GSH) presente en el tejido lesionado ANOVA de
una via seguido de la prueba de Tukey. Los valores se muestran como un porcentaje relativo al control (Veh)
tomado como 100% del porcentaje + SEM de 6 animales por grupo. * p < 0.05 respecto al grupo lesionado que
solo recibid el vehiculo

CONCLUSIONES

1. La administracién cronica de dosis crecientes de dapsona (3.1-25 mg/kg, i.p.) previene
la alodinia tactil de manera dosis-dependiente inducida por la lesion trauméatica a
través de la modulacién del estrés oxidativo y la reduccion de la excitotoxicidad
relacionada a la activacion de los receptores de NMDA.

2. La lesion traumética de médula espinal en la doceava vértebra toracica a una
intensidad de 6.25 mm y 12.5 mm es capaz de generar alodinia tactil e hiperalgesia
mecanica de largo plazo a partir del dia 13 hasta el dia 30 sin presentar indicios de
recuperacion asociado a un aumento en la lipoperoxidacion y disminucion de la
concentracion de glutation reducido presente en la médula espinal.

RECOMENDACIONES

1. Disefar pruebas moleculares para evaluar el efecto de la dapsona en cada etapa de la
respuesta inflamatoria segun agentes proinflamatorios.

2. Determinar si la neuroproteccién suscita la recuperacién funcional de la zona
lesionada.

3. Proponer cuadro farmacolégico que fuese posible aplicarse a pacientes con tal
padecimiento.
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