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RESUMEN

En la enfermedad vascular isquémica del tejido nervioso, en el trauma, y en
hipertension intracraneana en general, la suspension del flujo sanguineo al
tejido es el marcador prondstico de mayor importancia. Por esta razon, los
esfuerzos terapéuticos estan encaminados a minimizar la duracion de la
isquemia y restaurar el aporte de oxigeno. De forma similar, en diversos
procedimientos quirdrgicos puede ser necesario ocluir transitoriamente arterias
nutricias del tejido nervioso y privarlo del flujo sanguineo. Algunos de estos
procedimientos quirargicos son las cirugias de aneurismas de las arterias
cerebrales, y las cirugias de los aneurismas de la arteria aorta toracica o
abdominal. En estos ultimos, puede haber lesion de las arterias de la médula
espinal. Al restaurar el flujo sanguineo (fenémeno de reperfusion), hay un
nuevo aporte de oxigeno que desencadena eventos fisioldgicos y quimicos que
pueden empeorar el dafio de los tejidos. Entre los procesos bioguimicos que
ocurren durante la reperfusion post isquémica se encuentra la activacion de
proteinas chaperonas como la familia de las Protein Disulfuro Isomerasas
(PDI), la formacion de radicales libres como el ion superoxido, el peréxido de
hidrogeno, y el peroxinitrito, asi como también la peroxidacion de los lipidos de
las membranas celulares que puede llevar a la muerte celular. Dependiendo del
grado de lesion de algunas organelas intracelulares, especificamente la
mitocondria, la muerte de la célula se dara por necrosis o por apoptosis.

En todas las células existen mecanismos antioxidantes que controlan la
produccion normal de radicales libres. Sin embargo, durante la isquemia estos
mecanismos se agotan y son insuficientes en la reperfusion post isquémica. La
pérdida del balance entre el nivel de radicales libres y el nivel de antioxidantes
naturales es definida como Estrés Oxidativo. La N-acetilcisteina (NAC) es un
medicamento usado como agente mucolitico y también se ha demostrado
ampliamente su capacidad reductora. Se conoce que la N-acetilcisteina
ademas es precursora del glutation y de la glutation peroxidasa, dos poderosas
sustancias antioxidantes enddégenas. En este trabajo se estudian los efectos
de la administracion intrarterial de N-acetilcisteina sobre la expresion de



marcadores cualitativos de apoptosis, el producto de la peroxidacion lipidica
malonildialdehido (MDA), y sobre las proteinas chaperonas PDI y ERp57, en

reperfusién post isquémica en médula espinal en ratas.



ABSTRACT

The suspension of blood flow to tissues is the most important prognostic factor
related to outcome in conditions such as ischemic cerebrovascular disease,
traumatic brain injury and intracranial hypertension in general. For this reason,
therapeutic targets are aimed at decreasing time of ischemia and increasing
oxygen delivery. During some surgical procedures like cerebral or thoracic and
abdominal aneurysm surgery, it may be required to temporarily clamp a vessel,
depriving tissue from normal blood flow. Some of the most commonly
compromised vessels during abdominal vascular surgery are those supplying
the spinal cord; when restoring blood flow (reperfusion phenomenon), the new
oxygen load can unleash a series of physiological and biochemical events
which can ultimately lead to tissue injury. Some of these events include the
formation of chaperone proteins like Disulfide Isomerases (PDI), free radical
formation (superoxide anion, hydrogen peroxide and peroxynitrite) and
membrane lipid peroxydation, all of which can lead to cell death. Depending on
the degree of organelle damage, (especially the mitochondria) will the cell die

from necrosis or programmed apoptosis.

Every cell has protective mechanisms against the formation of free radicals.
Nevertheless, during ischemia, these mechanisms run out and quickly become
insufficient during tissue reperfusion; this imbalance has been termed Oxidative
Stress. N — Acetylcysteine is a medication used as a mucolytic agent, but has
also proven to have reductive capacities. It is also known that this molecule is a
precursor in the formation of glutathione and glutathione peroxydase, two
powerful endogenous anti oxidant substances. The present study aims to
determine the effect of the intra arterial injection of N — Acetylcyteine over the
expression of qualitative apoptosis markers Malonylaldehyde (a lipid
peroxydation marker) and PDI - ERp57 chaperone proteins, in a model of post

ischemic reperfusion in rat spinal cord.



INTRODUCCION

La isquemia es la disminucién del flujo sanguineo de cualquier 6rgano a un
punto en donde se compromete su normal funcionamiento. Si la isquemia se
prolonga més all4 de los limites de tiempo tolerables para cada tejido, o si la
disminucién del flujo sanguineo excede los requerimientos minimos, se
compromete la supervivencia del tejido. El tejido nervioso es especialmente
sensible a la isquemia y la médula espinal no es la excepcion. Durante algunas
intervenciones quirdrgicas como el clipaje de aneurismas cerebrales y el
tratamiento de aneurismas de la aorta toracoabdominal, es necesario en
ocasiones realizar la oclusion transitoria de una arteria lo que bloquea el flujo
sanguineo hacia determinada zona del tejido nervioso. Esto conlleva a la falta
de oxigeno en las &reas tisulares no irrigadas. Tras suspender la oclusion viene
la reperfusion en la cual el flujo sanguineo se restituye. Al iniciarse la irrigacion
hay una gran suplencia de oxigeno para las células y éste constituye el sustrato
principal para la sintesis de especies reactivas de oxigeno o radicales libres.
Los radicales libres son moléculas altamente reactivas que estan implicadas en
la patologia asociada a isquemia tisular y otras enfermedades como el trauma,
los tumores, la hipertension endocraneana, etc., a través de un proceso
conocido como estrés oxidativo, el cual finalmente, puede llevar a la muerte
celular. Los radicales libres se forman como un producto de la cadena
respiratoria y de otros procesos metabodlicos normales intracelulares, pero en
algunos casos en los cuales los procesos bioquimicos celulares normales se
ven alterados, la célula produce mas radicales libres o la contraparte
antioxidante no es suficiente para contrarrestar su efecto deletéreo.
Adicionalmente, existen otros sitios de produccion de radicales libres como la
superficie de los polimorfonucleares y de los macréfagos activados, asi como
también en las células endoteliales de los vasos sanguineos. Estas ultimas

también son afectadas por el fenbmeno de isquemia/reperfusion.

Otro aspecto de una respuesta adaptativa y de regeneracion en el tejido
nervioso a la isquemia incluye la induccién de las proteinas chaperonas como

las pertenecientes a la familia de las Protein Disulfuro Isomerasas (PDI,



ERp57), cuya expresion se aumenta tras periodos de isquemia por vias de
sefalizacion desencadenadas por el aumento en la produccién de radicales
libres. Al producirse la isquemia y posterior reperfusion, por medio de la
produccion de radicales libres y otros eventos moleculares, se induce la
denaturalizacion de proteinas. Las proteinas denaturadas activan factores de
trascripcion, entre ellos el factor inducido por hipoxia (HIF) lo que lleva a la
activacion de las chaperonas.

El dafio por isquemia en la médula espinal es una entidad muy comun y con
efectos devastadores en la practica clinica. Una proporcién significativa de
casos ocurre después de las operaciones de la aorta descendente toracica o
toracoabdominal, y la isquemia en la médula espinal puede también
representar un importante mecanismo de dafio después de trauma. Durante
este tipo de cirugias es necesario ocluir transitoriamente la arteria o arterias de
la cual nace el aneurisma para poder realizar la diseccién del cuello de la lesion
y al liberar o al retirar el elemento oclusor se realiza la reperfusién. La
reperfusion post isquémica conduce al desencadenamiento de una cascada de
eventos moleculares que llevan a la expresion de varios genes y sus proteinas
que pueden provocar la muerte celular. Este es un proceso que se instaura
desde los primeros minutos de iniciada la isquemia y se ha observado que
durante la reperfusiébn se logra la restauracion del aporte de oxigeno y
nutrientes a las células isquémicas, aunque existe riesgo de generar sustancias
deletéreas para el tejido como los radicales libres que pueden aumentar su

produccion durante la reperfusion.

Entre las vias de sefalizaciéon que desencadena la reperfusion post isquémica
se encuentran aquellas mediadas por el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) el
cual en ausencia de oxigeno se trasloca al nucleo, donde, unido al HIF-1b,
actia como factor transcripcional de genes HRE (Elementos de Respuesta
Hipoxica). Estos regulan la sintesis de una amplia serie de proteinas, que
abarcan desde enzimas respiratorias y transportadoras hasta hormonas
involucradas en la regulacion a escala del organismo de la circulacion y la
eritropoyesis. Entre las alteraciones de importancia fisiopatoldgica, que

involucran al sistema de HIF-1, se incluyen: la isquemia/reperfusion, la
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enfermedad pulmonar obstructiva cronica, la adaptacion al tabaco/humo,
anemia/hemorragia, crecimiento, vascularizacion y resistencia celular de los
tumores, preeclampsia y crecimiento intrauterino retardado, hiper o
hipovascularizacion retiniana, sobredosis de farmacos, enfermedad inflamatoria
intestinal y curacion de heridas. El factor HIF induce la expresion de proteinas
chaperonas como las pertenecientes a la familia protein disulfuro isomerasa
(PDI) la cual ayuda al plegamiento correcto de las proteinas mediante

formacion de puentes disulfuro.

Debido al aumento en la produccién de radicales libres durante la reperfusion
post isquémica, se han utilizado varias aproximaciones experimentales que
incluyen la administracion de sustancias antioxidantes con el fin de disminuir el
efecto deletéreo de estas moléculas. Entre estas sustancias se encuentra la N-
acetilcisteina (NAC), la cual es una molécula reductora y precursora del
glutation, lo que potencia su actividad antioxidante. Con base en lo observado
en la practica clinica, existe una gran necesidad de contrarrestar los efectos
deletéreos de la reperfusion post isquémica del tejido nervioso ya que, de no
hacerlo, se aumenta la probabilidad de la aparicién de déficit neuroldgico de
menor o mayor grado en los pacientes. Adicionalmente, es necesario minimizar
el impacto psicosocial y econémico del déficit neurolégico secundario a la

isquemia.

La importancia de este trabajo radica en la evaluacion que se hace del poder
reductor de la N-acetilcisteina para atenuar los efectos deletéreos de la
reperfusion post isquémica a nivel de peroxidaciéon lipidica, expresion de
indicadores cualitativos de apoptosis, y de las proteinas chaperonas PDI y
ERp57 en médula espinal en ratas.
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OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar los efectos de la administracion de N-acetilcisteina intrarterial sobre la
expresion de las proteinas chaperonas PDI, ERp57, la presencia de
marcadores cualitativos intracelulares de apoptosis, y la peroxidacion lipidica

en reperfusion post isquémica de médula espinal en ratas.

ESPECIFICOS

1. Estandarizar la técnica microquirdrgica de la isquemia transitoria de la
médula espinal en ratas mediante la oclusion de la arteria aorta
abdominal infrarenal.

2. Estandarizar la técnica microquirtrgica de la reperfusion post isquémica
medicada y no medicada de la médula espinal en ratas, luego de la
oclusion de la arteria aorta abdominal infrarenal.

3. Determinar el efecto de la N-acetilcisteina intra arterial en reperfusion
post isquémica sobre la presencia de las chaperonas PDI y ERp57 en
médula espinal en ratas.

4. Determinar el efecto de la N-acetilcisteina intra arterial en reperfusion
post isquémica en la expresion cualitativa de marcadores intracelulares
de apoptosis en médula espinal en ratas.

5. Determinar el efecto de la N-acetilcisteina intra arterial en reperfusion

post isquémica sobre la peroxidacion lipidica en médula espinal en ratas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ISQUEMIA EN EL TEJIDO NERVIOSO

La isquemia se define como un proceso en el cual un tejido o parte de él pierde
la suplencia de sangre y por consiguiente de oxigeno (1). La isquemia en
general es un fenbmeno comun que subyace a la gran mayoria de las lesiones
que afectan al tejido nervioso, ya sea por oclusion directa de la luz de los vasos
sanguineos por trombos o émbolos, por compresiéon como ocurre en el caso de
los tumores, los abscesos, las fracturas de las vértebras, y las colecciones
heméticas asociadas al trauma, o por espasmo de los vasos sanguineos
secundario a sefiales quimicas de los procesos inflamatorios que acompafian a
estas y otras lesiones. El dafio isquémico del tejido nervioso por oclusién
directa de sus vasos nutricios por enfermedades comunes como la
Hipertension Arterial y la Diabetes, es muy frecuente y altamente prevalente en
los seres humanos después de los 60 afios, con efectos devastadores en la
practica clinica (2). En la médula espinal, una proporcién significativa de casos
ocurre después de las operaciones de la aorta descendente toracica o
toracoabdominal. Adicionalmente, la isquemia en la médula espinal puede
también representar un importante mecanismo de dafio después de trauma (2).
La isquemia medular puede ser aguda o cronica, y la isquemia aguda, a su vez,
puede ser focal (accidentes isquémicos, infarto venoso), o global (paro
cardiocirculatorio, hipotensién profunda) (3). La evaluacién del dafio en la
médula espinal se ha enfocado en la sustancia gris como un posible blanco de
un agente terapéutico, ya que la sustancia blanca es menos vulnerable al dafio
por isquemia (4). Sin embargo, la evaluacion solamente de la sustancia gris no
es un indicador suficiente del dafio en médula espinal y por lo tanto, debe

evaluarse tanto la sustancia gris como la blanca (4).

Desde hace muchos afios se sabe que existe una relacién entre la estenosis
del canal raquideo (estrechamiento de los espacios en la columna que
provocan la compresion de los nervios o de la médula) (5) y el desarrollo de
paralisis en las patas posteriores en perro (2). Para estudiar el dafio causado
por isquemia en médula espinal se han desarrollado algunos modelos
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animales, por ejemplo, el modelo en conejo que ha sido sistematicamente
caracterizado por Kanellopoulo (2). En este modelo se puede producir
paraplejia interrumpiendo temporalmente el flujo sanguineo de la aorta
infrarenal. Sin embargo, el sistema arterial de la médula espinal en el conejo es
segmentario y por lo tanto, es diferente del sistema arterial del humano. En
contraste, algunos estudios han mostrado que la anatomia vascular de la
médula espinal en ratas y humanos es casi idéntica (2) y el dafio por isquemia

en meédula espinal ha sido producido en ratas por clampeo del arco de la aorta.

El mecanismo de paraplejia post operatoria involucra tanto isquemia aguda
como dafio por reperfusion. Se han realizado algunas aproximaciones
experimentales para proteger la meédula espinal contra el dafio por
isquemia/reperfusion como la hipotermia, el drenaje de liquido cefalorraquideo,
administracion de antagonistas del receptor de glutamato N-metil-D-aspartato
NMDA), el uso de bloqueadores de los canales de calcio y de barredores de
radicales libres (4). Sin embargo, debido a que su eficacia ha sido limitada, es
necesario desarrollar mas investigaciones sobre los mecanismos de dafio por
isquemia/reperfusion en médula espinal con el fin de identificar otros agentes
terapéuticos (4).

La mayoria de la energia metabdlica de las neuronas se gasta en mantener los
gradientes ionicos a través de las membranas celulares. La bomba de
sodio/potasio mantiene el potasio extracelular bajo y el sodio extracelular alto,
comparados con sus concentraciones intracelulares. Esta bomba funciona
gracias a la energia liberada por la hidrélisis del Adenosin Trifosfato (ATP) que
se fabrica en las mitocondrias. La mayor parte de la energia generada en la
mitocondria (ATP) requiere oxigeno, pero en la ausencia de oxigeno para la
fosforilacién oxidativa en la cadena respiratoria, la produccién neta de ATP a
partir de glucosa, hasta su conversion en piruvato, es de solo dos moléculas.
La liberacion del fosfato a partir del ATP produce ADP (Adenosina difosfato) e
hidrégeno. En el primer minuto luego de la suspension del flujo sanguineo al
tejido nervioso, el ATP se regenera a partir de ADP y de donadores de grupos
fosfato por la fosfocreatina. Dentro de dos minutos sin flujo sanguineo (ya sea

por paro cardiaco o por oclusién de algin vaso sanguineo) la neurona ya no
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tiene energia para el funcionamiento de la bomba de sodio/potasio. Los iones
de potasio salen de la célula y los de sodio y cloro entran a la célula a medida
que la membrana se despolariza. El resultado neto es la acumulacion de ADP,
AMP (adenosina monofosfato), fosfato, y lactato. El exceso de dioxido de
carbono lleva a la acumulacion de acido carbénico (H.CO3) que aumenta la
acidez del medio. En dos minutos de isquemia, el pH extracelular puede caer
hasta valores de 6.7. Otra bomba dependiente de ATP ayuda a mantener la
concentracion del calcio extracelular cerca de 10000 veces mas alta que dentro

del citoplasma de la célula.

La despolarizacion isquémica de las neuronas libera gran cantidad de
glutamato. En las neuronas postsinapticas existen diferentes tipos de
receptores de glutamato, especialmente del tipo NMDA y AMPA, que son
béasicamente canales de calcio. En consecuencia, la liberacion excesiva de
glutamato resulta en la entrada excesiva de calcio en las neuronas, fenédmeno
conocido como excitotoxicidad. En condiciones de alta demanda metabdlica y
de adecuada disponibilidad de oxigeno, la entrada de calcio a la mitocondria
puede aumentar la produccién de ATP mediante la estimulacién de tres
enzimas del ciclo de Krebs (piruvato deshidrogenasa, alfacetoglutarato e
isocitrato deshidrogenasas). Pero cuando el oxigeno no esta disponible en
cantidades adecuadas para aceptar electrones (atomos de hidrogeno) del
NADH, el exceso de electrones forma superdxido a partir del oxigeno residual.
El aumento de calcio dentro de la mitocondria en estas condiciones termina por
alterar la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna, reduce el
potencial de protones, edematiza la matriz mitocondrial y finalmente libera
citocromo ¢ que actia como iniciador de apoptosis. Los altos niveles de calcio
intracelular también activan fosfolipasas que atacan los fosfolipidos de las
membranas y causan la liberacion de acido araquidénico. (Figura 1, pagina

siguiente).
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Morfologia Bioquimica

Falla l6nica
Despolanizacién An6xica
Bajo Uso de Glucosa
Liberacién de Glutamato
Baja Sintesis Proteica
Acidosis
Extraccién de 02

Infarto

Inflamacién

y
Apoptosis

UMBRA CORE

Expresion selectiva
3. degenes

Figura 1. La Penumbra Isquémica.Una region cerebral de baja perfusion en la
que las células han perdido su potencial de membrana en forma definitiva
(“core”) esta rodeada por una zona en la que la perfusion es limitrofe.
Modificado de ref. 44.

La porcion lipidica de las membranas celulares es la que sufre el mayor dafio
en la isquemia, a través de la activacion de fosfolipasas y peroxidacion lipidica.
La isquemia cerebral produce una rapida liberacion de &cidos grasos,
especialmente acido araquiddénico debido a la accion de enzimas fosfolipasas.
La entrada del calcio en la célula después de unos pocos minutos de isquemia
activa a la Fosfolipasa A, dependiente de calcio (CPLA,). La cPLA; libera
preferencialmente acido araquidénico, el cual estd presente en grandes
cantidades en las células del tejido nervioso. La lipoxigenasa forma
hidroperoxidos de lipido (ROOH) lo cual puede conducir a peroxidacién lipidica

por reacciones tipo Fenton (6).

La disminucion de la actividad energética de las neuronas y el dafio de las
membranas reduce la captacion de glutamato y empeora la citotoxicidad.
Pronto, la lesion de la membrana celular es tan grande que el mayor
mecanismo de liberacion de glutamato es su salida directa a través de la

membrana de la célula (7).
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1.2 REPERFUSION

Si después de un periodo de isquemia focal o global se restituye el flujo
sanguineo, las células son nuevamente irrigadas y reciben una cantidad
significativa de oxigeno (8). A partir de los modelos animales y de los estudios
en humanos, se ha podido determinar que la lesion por reperfusion es el
principal factor promotor del estrés oxidativo en las zonas de las lesiones
isquémicas (8, 9). Sin embargo, actualmente la reperfusion temprana se acepta
como una opcion terapéutica. El dafio inducido por la reperfusion siempre va
precedido por la alteracion celular provocada por el periodo isquémico, seguido
de cambios enzimaticos y metabdlicos que facilitan los mecanismos
fisiopatoldgicos de la lesion (9), asi como también por la produccién y liberaciéon

de radicales libres (10).

En la reperfusion hay un considerable dafio en las membranas de las células
del endotelio vascular, plaquetas, leucocitos y otras células del torrente
sanguineo. Los neutrdfilos activados producen el anion superoéxido, el cual por
accion de la superdéxido dismutasa (SOD) se trasforma en peréxido de
hidrégeno. Adicionalmente, la enzima neutréfilo mieloperoxidasa convierte el
peréxido de hidrégeno a acido hipocloroso. Este &cido reacciona con el
superéxido produciendo radicales hidroxilo (11). Los eicosanoides generados
por el acido araquidonico (especialmente los leucotrienos) incrementan la
adhesién de los leucocitos y plaquetas a las paredes de los capilares. El anién
superéxido también incrementa la adhesion de los leucocitos a las paredes de
los vasos. Los eicosanoides estan asociados al efecto que tienen los radicales
libres al hacer las paredes de los vasos mas permeables, causando edema del
tejido nervioso lo que lleva al estrechamiento de los capilares. La disminucion
del ATP también reduce significativamente la capacidad de los eritrocitos de
deformarse (18). Asimismo, se presenta edema de las células endoteliales.
Todo este proceso constituye el fendmeno de “no reflujo” en el que a pesar de
la restitucion del flujo sanguineo, puede persistir la oclusion de algunos vasos
sanguineos distales, empeorando los cambios isquémicos en algunas zonas, y
generando lesion por reperfusion en otras. El acto de restaurar el flujo

sanguineo después de mas de 10 minutos de isquemia resulta tipicamente mas
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perjudicial que la isquemia por si misma ya que la isquemia establece las
condiciones en las que la reposicion del oxigeno va a generar radicales libres

ma&s que contribuir a la produccién de energia celular (12).

Durante el periodo de isquemia hay una acumulacién de acido lactico el cual
disminuye el pH celular. Las neuronas usan un intercambiador de Na*/H" para
eliminar el exceso de protones, pero en el proceso se acumula Na+ el cual no
puede ser exportado con la bomba de sodio/potasio debido a la deficiencia de
ATP. Como consecuencia las células usan el intercambio Na‘/Ca*?, el cual
carga a la célula con Ca*. Tras la reperfusion el calcio entra a la mitocondria,
pero la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna puede mantenerse
dado que la acidez del medio por la isquemia mantiene cerrados los Poros de
Transicién de Permeabilidad Mitocondrial (Mitochondrial Permeability Transition
Pore, MPTP). La elevacién del pH con la reperfusién puede abrir el MPTP y
liberar Citocromo C. Si esta apertura es transitoria por la nueva disponibilidad
de ATP, la célula morira por apoptosis. Pero si el MPTP permanece abierto por

insuficiente ATP, la neurona morira por necrosis (13).

El exceso de NADH en la reperfusion reacciona con el oxigeno que esta siendo
introducido para producir superéxido. El superéxido reacciona con el hierro y
azufre presentes en las proteinas disminuyendo su actividad y liberando hierro
libre, el cual causa la formacién del radical hidroxilo (Reacciéon de Fenton). El
oxido nitrico en la mitocondria reacciona con el superdxido tres veces mas
rapido que la enzima superéxido dismutasa (SOD), lo que resulta en la
formacion de un radical libre mas potente: el peroxinitrito (14). El peroxinitrito
inactiva de manera irreversible no solamente a la enzima SOD, si no también a

los complejos 1 y Il de la cadena respiratoria mitocondrial.

Hay una correlacion lineal entre la severidad de la lesion por reperfusion y la
disrrupcion de la Barrera Hemato Encefalica (BHE). El flujo de agua hacia el
tejido cerebral debido a la lesion de la BHE produce edema. Un dafio mayor de
la BHE puede transformar un evento isquémico en un evento hemorragico. Las
proteasas son enzimas que degradan proteinas y son liberadas durante la

isquemia. La Metaloproteinasa de la Matriz-13 (MMP-13, una colagenasa), se
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origina temprano en la isquemia y tiene un efecto corrosivo en la BHE (15). Los
leucocitos, probablemente neutrdéfilos, activados por la inflamacion generada
por la isquemia, liberan cantidades crecientes de MMP-9 (gelatinasa-B) que
también degrada la BHE (16). Sin embargo, la reperfusion puede activar
especificamente la MMP-2 (gelatinasa A), la cual aumenta la permeabilidad

capilar y el sangrado, en adicion a la apertura de la BHE (17). (Figura 2).

Figura 2. Transformacion hemorragica de un infarto de arteria cerebral media
(A), con gran recuperacion aparente de la zona isquémica luego de realizar una
craniectomia descompresiva (B). (Archivo personal).

1.3 PRODUCCION DE RADICALES LIBRES EN ISQUEMIA

Tras periodos de isquemia/reperfusion en cualquier tejido se aumenta la
produccion de radicales libres. Los radicales libres de oxigeno (ROS por sus
iniciales en inglés) han sido implicados en el desarrollo de muchos desérdenes
neuroldgicos y disfunciones cerebrales (19,20). Un papel de los radicales libres
en el dafio neurologico involucra la reperfusion después de isquemia. Durante
un periodo de isquemia agudo o croénico, el flujo sanguineo y el aporte de
oxigeno estan significativamente disminuidos en las regiones del tejido que son
suplidas por el vaso ocluido. La reoxigenacion durante la reperfusion provee

oxigeno para sostener la viabilidad celular y también provee oxigeno utilizado
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como sustrato de numerosas reacciones de oxidacion enzimatica que pueden
llevar a la produccién excesiva de oxidantes altamente reactivos (20, 21).
Normalmente, la produccion constante de radicales libres en las mitocondrias
es contrarrestado por las enzimas superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y
catalasa. Otros antioxidantes, incluyendo el glutation, acido ascorbico y
vitamina E estan también involucrados en la detoxificacion de los radicales

libres.

Se conoce entonces que el estrés oxidativo se presenta cuando hay un
desbalance entre los oxidantes y los antioxidantes, y se asume que este
balance juega un papel importante en condiciones fisiolégicas como el
envejecimiento y la patologia de una gran variedad de enfermedades (22).
Entre estas se encuentran enfermedades a nivel cardiovascular, hepatico,
respiratorias (enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis pulmonar),
renal (falla renal terminal, nefropatia crénica por aloinjerto) y neuroldgico (23,
24, 25, 26, 27, 28). En isquemia y reperfusion, el cambio rapido en la presién
parcial de oxigeno es la principal adaptacion al estrés. El dafio por
isquemial/reperfusion esta acompafiado por una importante tasa de
morbi/mortalidad y este dafio tiene que ver con factores inflamatorios activados
por los ROS como el factor de trascripcion NF-kB el cual lleva a la expresion de
TNF-a y a la generacién de otras citoquinas pro inflamatorias (22). Durante la
reperfusion, la perturbacion de los mecanismos de defensa antioxidante se da
como resultado de la sobreproduccién de radicales de oxigeno, inactivacion de
sistemas de detoxificacion, agotamiento de antioxidantes y falla en una

adecuada suplencia de antioxidantes en el tejido nervioso isquémico (20, 29).

1.4 PEROXIDACION LIPIDICA EN REPERFUSION POST ISQUEMICA

Los radicales libres que se generan al restaurar el flujo sanguineo después de
un periodo isquémico pueden reaccionar con biomoléculas que forman las
células. Los aniones superéxido tienden a concentrarse en la mitocondria
debido a que son muy reactivos para viajar lejos, y son encontrados con menor

frecuencia en el nucleo que en el citoplasma. De manera similar, los radicales
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hidroxilo no se alejan mucho de su sitio de formacién. Pero las moléculas de
perdxido de hidrégeno son mas estables y pueden difundir a través de la
membrana nuclear o cerca de la membrana celular. Alli se encuentran con
iones de metales pesados y se generan radicales hidroxilo. La reactividad de
un radical libre va acorde con su vida media. Una vida media corta se
corresponde con una alta reactividad. La vida media de un nanosegundo del
radical hidroxilo indica una muy alta reactividad que se harad efectiva
rapidamente con moléculas que le son afines. Entre estas biomoléculas se
encuentran los lipidos, los cuales son altamente susceptibles a la oxidacion
(30). La mayoria de estos lipidos presentes en las membranas celulares son
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs polyunsatured fatty acids), los cuales
son blanco de los radicales libres (30). La destruccion oxidativa de los PUFAs
se conoce como peroxidacion lipidica y es particularmente destructiva por ser
una reaccion en cadena; es decir cuando un &cido graso sufre este tipo de
oxidacion, se convierte en un radical lipidico y reacciona con un &cido graso
vecino para volver a su estado reducido, oxidandolo. Este proceso de no ser
detenido por la maquinaria antioxidante celular puede provocar dafio en la

membrana y la muerte celular (Figura 3) (30).

R H,0 R
V + "OH —Lr ¥ Lipido radical

H o .
Iniciacion
Lipido insaturado 0,
Propagacion
v ¥ + y
OCH H oo®
Lipido perdxido Lipido peroxil radical

Figura 3. Los acidos grasos presentes en los fosfolipidos que conforman las
membranas celulares poseen enlaces insaturados los cuales son blanco de la
accion de los radicales libres. Tomado de (33)
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La reperfusion post isquémica dispara la peroxidacion lipidica que participara
en el dafio neuronal (31). Se conoce que el tejido nervioso parece proveer un
ambiente especialmente avido para la ocurrencia de generacion de radicales
libres y reacciones incontroladas de peroxidacion lipidica. Las razones para
esto incluyen un alto contenido de hierro en muchas regiones del tejido
nervioso y un alta proporciéon de fosfolipidos de membrana que contienen
PUFAs tales como el &cido linoleico (18:2), acido araquiddnico (20:4), y acido
docosahexaenoico (DHA)1 (22:6n-3), que son sensibles a la peroxidacién
lipidica, y que se liberan de las membranas celulares durante la isquemia. Las
membranas peroxidadas pierden sus condiciones de permeabilidad, y se
convierten en rigidas, reactivas, y no funcionales. La peroxidacion lipidica
produce adicionalmente muchos aldehidos dafinos, particularmente
Malondialdehido (MDA, propanedial) y 4-Hidroxinonenal (4-HNE). EI MDA es
un metabolito mayor del &cido araquidonico. El 4-HNE es el méas toxico
aldehido conocido producido por la peroxidacion lipidica. Es mucho mas téxico
que el MDA (31a).

1.5 ANTIOXIDANTES

Las células producen radicales libres a partir del oxigeno y del nitrégeno como
resultado del metabolismo normal celular. Ya que estos radicales libres son
especies quimicas altamente oxidantes y reactivas, las células poseen
mecanismos antioxidantes de diferentes tipos. Entre las defensas antioxidantes
encontramos enzimas, vitaminas y el glutation. Las principales enzimas con
actividad antioxidante son: superoxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation
peroxidasa. En cuanto a las vitaminas se encuentran la vitamina C (acido
ascorbico) y la vitamina E (tocoferol). El glutation, por otro lado es un tripéptido
(L-glutamil-L-cisteinil-L-glicina) el cual contiene un grupo sulfhidrilo (-SH) con
capacidad reductora. La SOD actua convirtiendo el radical superoxido en a
peréxido de hidrégeno. Esta enzima existe en al menos tres isoformas:
Cu/ZnSOD que es citoplasmatica, la MNnSOD que es mitocondrial, y la EcSOD
que es extracelular. El peréxido de hidrégeno a su vez puede ser
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descompuesto por catalasa o glutation peroxidasa (GSHPx) en agua. En el
caso de los hidroperéxidos lipidicos (LOOH), la enzima glutation peroxidasa de
fosfolipido (PHGPX) los convierte a alcoholes lipidicos (LOH). Tanto la GSHPx
como la PHGPx requieren glutation reducido para su actividad, el cual es
convertido a una forma oxidada (GSSG). La enzima glutation reductasa
(GSHRX) trabaja en concierto con la GSHPx y la PHGPX, y reduce el GSSG a
GSH. La glutation sintetasa produce GSH y se incluye entre las enzimas

antioxidantes (34).

La prevencion de la produccién de radicales libres ha llevado a la promocion de
la supervivencia neuronal en algunos modelos animales (35). También se ha
observado que el aumento de las moléculas que atrapan los radicales libres
como las enzimas superoxido dismutasa y catalasa mejora la supervivencia
neuronal después de isquemia focal (29). Dentro de los estudios en que se ha
buscado una molécula antioxidante para neutralizar los radicales libres
producidos tras un periodo isquémico se encuentra el uso de la enzima
glutation peroxidasa como una alternativa de un sistema enddgeno
antioxidante. En un estudio se encontré que el ebseleno es un compuesto que
aumenta la actividad de la glutatién peroxidasa lo que llevé a disminucion de
los radicales libres producidos (36). En otro los autores encontraron que esta
molécula disminuye el tamafio del infarto cortical después de isquemia focal
(37). Un compuesto alternativo es la N-acetilcisteina (NAC), la cual ha sido
ampliamente utilizada en clinica gracias a sus propiedades reductoras (ver mas

adelante)

1.6 EXPRESION DE LAS PROTEINAS CHAPERONAS DE LA FAMILIA
PROTEIN DISULFURO ISOMERASA EN ISQUEMIA

Las proteinas disulfuro isomerasas (PDIs) constituyen una familia de enzimas
estructuralmente relacionadas (tabla 1), involucradas en el correcto
plegamiento de las proteinas, asi como también estan involucradas en la

formacion y remodelacién de los puentes disulfuro de las proteinas sintetizadas
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en el reticulo endoplasmatico (RE) rugoso e importadas en el lumen de éste
para ser secretadas o incorporadas en la membrana celular. Ellas actuan
como chaperonas y por ello hacen parte del sistema de control del correcto

plegamiento de las proteinas en ese mismo compartimiento subcelular (38).

La proteina PDI (EC 5.3.4.1) fue la primera de la familia identificada como un
catalizador de enlaces disulfuro nativos. Al respecto se observo en el analisis
de los componentes del lisado de higado de rata que aumentaba la tasa de
reactivacion de la ribonucleasa reducida, PDI aceleraba la formacion de los
correctos puentes disulfuro monitoreados por la recuperacion de la actividad
enzimatica de la ribonucleasa. La familia de las PDIs esta presente tanto en
procariotes como en eucariotes y es esencial para la viabilidad celular y su

expresion esta sobrerregulada bajo condiciones de estrés.

TABLA 1. Miembros de la familia de las PDIs en mamiferos

Proteina Sindnimos Localizacion celular

PDI Reticulo endoplasmatico (RE),
superficie celular, nucleo,
ERp57 ERp60 (calreticulin); ER-60;  RE, nacleo, microdominios rafts,

GRp58; ER-58; ERp5S; superficie  celular, citosol, vy
ERp61; Q2 secretada.

ERp72 CaBP2* RE, superficie celular y secretada

PDIR RE

PDIp RE pancreas

P5 CaBP1* RE

ERp44** RE

ERp29** ERp31; ERp28 RE

*CaBP se indican como miembros de una familia de proteinas que unen calcio
**Esta proteina tiene un Unico dominio de plegamiento tioredoxin y una
secuencia CRFS en el sitio activo tipo tioredoxin.

*** Esta proteina tiene un Unico dominio de plegamiento tioredoxin y no posee
un sitio activo tipo tioredoxin.

Tomada de (38).
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1.6.1 Funciones de las PDIs

Funcién redox isomerasa

La formacién de enlaces disulfuro es un evento esencial en el plegamiento de
las proteinas. La PDI es capaz de catalizar tanto la oxidacion de grupos SH
para formar S-S como la reduccion de S-S para dar —SH, e isomerizaciones
bajo condiciones fisioldgicas. La actividad redox y de isomerizacién de la PDI
estd dada por la presencia de los dos motivos tioreoxina -CGHC- en los
dominios a y a’; el estado redox del tiol-disulfuro en el sitio activo determina la
direccion de la catalisis: la oxidacion de un substrato requiere la conversion de
un sitio disulfuro hasta un sitio ditiol; mientras que la reduccion de un sustrato
requiere la conversion de un sitio activo ditiol a un disulfuro. En cada sitio activo
la cisteina NHj-terminal es expuesta superficialmente y es reactiva hacia el
substrato, formando con éste una mezcla de disulfuros (residuo cisteinil) (39).

Funcién de chaperona

Ademas de formar puentes disulfuro, la PDI se une a proteinas sin enlaces
disulfuro; esta actividad se denomina funcion chaperona y es independiente de
la funcidon redox-isomerasa; mas aun la inactivacion del sitio (CGHC) no
interfiere en su capacidad de union. Las interacciones de la PDI con sus
substratos son débiles con Kd > 100 M, y dependientes de la longitud y area
del esqueleto del substrato enlazado, en substratos que contienen residuos
cisteina la interaccion es mayor debido a la formaciéon de mezclas de disulfuros

entre la PDI y el substrato (40).

Como se menciond las proteinas de la familia PDI se sobre expresan bajo
ciertas condiciones de estrés como la hipoxia y la isquemia. En un estudio (41)
los autores demuestran que la PDI es sobre regulada en hipoxia en astrocitos
primarios de rata y proponen que la PDI puede ejercer un papel protector
haciendo las células mas resistentes a los efectos deletéreos causados por la

hipoxia e isquemia temporal en corteza cerebral en ratas (41).
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Adicionalmente, en otro trabajo (42), los autores muestran que como respuesta
a la hipoxia las células sobre regulan la expresion de proteinas del reticulo
endoplasmatico, dos de esas proteinas ya habian sido identificadas como
GADPH vy la enolasa A. En este articulo los autores demuestran que la otra
proteina sobreregulada como respuesta a la hipoxia, es la proteina PDI lo cual
fue evidenciado por microscopia de fluorescencia confocal donde se observo
que PDI es sobre regulada significativamente en el citoplasma vy
presumiblemente en el reticulo endoplasmatico de células endoteliales durante

hipoxia en ratas (42).

Es posible que PDI pueda alterar procesos celulares a través de la regulacion
de factores de transcripcion ya que se conoce que algunos factores de
trascripcion modifican su afinidad por el DNA cuando cambian las condiciones
redox de la célula. Con relacion a esto, se ha encontrado PDI en el nucleo de
espermatozoides donde esta proteina juega un papel importante en la
regulacion redox de factores de union y amplificadores de genes inducidos por
interferon (43). Los autores lanzan la hipotesis que a través de la activacion del
factor inducible por hipoxia (HIF), regulacion de otros factores de trascripcion y
formacién de puentes disulfuro, PDI pueda contribuir a la capacidad del reticulo

endoplasmatico de tolerar un estado prolongado de hipoxia.

1.7 N-ACETILCISTEINA

La N-acetilcisteina (NAC) fue introducida como un agente mucolitico para la
enfermedad cronica pulmonar hace 50 afos. Su efecto se basa en el
rompimiento de los puentes disulfuro de las glicoproteinas de alto peso
molecular en el moco, lo que lleva a la reduccion en la viscosidad (15). Los
efectos favorables de la NAC pueden, sin embargo, extenderse mucho mas alla
de la bronquitis crénica ya que esta molécula tiene una gama muy amplia de
propiedades las cuales pueden ser aprovechadas ampliamente en la practica
clinica. Casi todos los efectos benéficos de la NAC se relacionan con su efecto
sobre el estrés oxidativo (22). Como se menciond anteriormente, en las células

animales las especies reactivas de oxigeno (ROS) son generadas como un
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subproducto del metabolismo normal durante la conversion de oxigeno a agua.
Los ROS tienen funciones especificas dentro de las células como combatir los
microorganismos por los macréfagos y servir como mediadores en diferentes
vias de sefalizacion y expresion de genes. Pero estas especies reactivas
también pueden causar dafio a través de la oxidacion de macromoléculas como

proteinas, lipidos y DNA dependiendo de su concentracion en la célula (30)

El glutation (GSH) es el tiol mas abundante en las células animales y juega un
papel central en la defensa antioxidante contra los ROS. Para la sintesis de
glutatién en las células, la suplencia de cisteina es el determinante limitante y
uno de los precursores efectivos de la cisteina es su derivado sintético N-
acetilcisteina (22). La NAC puede proveer grupos sulfhidrilo (-SH) y neutralizar
radicales libres. Muchos medicamentos y venenos son detoxificados a través
de la conjugacién con GSH, la cual se provee por administracion de NAC (22).
Adicionalmente a su funcion antioxidante, la NAC tiene otros mecanismos de
accion, como la inhibicion de la activacion de neutrofilos, disminucion de la
adhesion microbial y vasodilatacién (22). En el campo de la investigacion, la
NAC ha sido ampliamente estudiada en varios tipos de patologias (tabla 2)
(22).

Research subject

Results

Inflammation, infection, immunity

Endothelial cells

Vascular wall

Experimental models of
cardiovascular diseases, cardiac
surgery

Lungs

Nervous system

Gastroenterology
Endocrinology/pregnancy

Articular structures
Miscellaneous

Attenuating, alleviating, adding resistance, healing and strengthening the immune response, including
Leishmania infection and influenza [12, 16-20]

Protection against several hazardous factors, including urban air fine particles and tobacco smoke [2, 14,
21]

Several protective effects [2, 22, 23]

Favourable effects in hypertension, in hypertensive cardiac injury, cardioprotection in ischasmia-
reperfusion injury/myocardial infarct and cardiopulmonary bypass [24-27]

Protective effect in injuries by different toxins (including tobacco smoke), in lung transplantation, in lung
reperfusion injury, attenuation of pulmonary fibrosis [2, 28-30]

Neuroprotection in transient hypoxic injury (Alzheimer-type) to cortical neurones, prevention of primary
sensory neuronal death, beneficial effects in deficits of learning and memaory and in hearing loss [31-
34

Favourable effect in acute pancreatitis and liver injuries, inhibition of the growth of Helicobacter pylon
[2, 11, 35, 38]

Protection against complications of diabetes, insulin resistance, and cestrogen-deficiency bone loss,
restores nitric oxide-mediated effects in the fetoplacental circulation in pre-eclampsia [37-40]

Protection against various injuries [2]

Protection against acute high-dose irradiation, photoageing of human skin, decreases plasma total
homocysteine levels in healthy volunteers [41-43]

Tabla 2. Tomada de referencia 22.
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Desde hace unos afios se ha venido experimentando con la administracion de
NAC antes del evento isquémico en ratas y se ha encontrado una disminucion
de los efectos deletéreos de la reperfusion post isquémica. Por ejemplo, en el
trabajo realizado por Knuckey y cols. (35) utilizaron la NAC administrada por
via intraperitoneal antes de inducir un evento cerebrovascular en ratas. En este
estudio, los autores encontraron que los animales que habian sido tratados con
NAC presentaron una disminucion significativa en el area y volumen del infarto

asi como una mejora en los niveles de glutation y en la evaluacidén neurologica.
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2. METODOLOGIA

2.1 Animales

En este trabajo se utilizaron ratas machos Wistar (Instituto Nacional de Salud)
de 300g aproximadamente. Los animales se mantuvieron en jaulas con comida

(Rodentia®) y agua ad libitum sometidas a ciclos de luz/oscuridad de 12 horas.

2.2 Grupos experimentales

Se incluyeron 6 animales dentro de cada uno de los siguientes grupos:

Grupo 1: Grupo control, animales sin intervencion quirdrgica, sin tratamiento
con NAC

Grupo 2: Animales con intervencion quirtrgica (isquemia) sin tratamiento post
isquémico

Grupo 3: Animales con intervencion quirdrgica (isquemia) y reperfusién post
isquémica con NAC.

Grupo 4: Animales con intervencion quirargica (isquemia) y reperfusion post

isquémica con solucion salina

De cada grupo de animales se destinaron 3 animales para perfusion
intracardiaca y se realizaron cortes histolégicos del tejido medular; los otros 3
animales se sacrificaron por sobredosis de anestésicos, se extrajo la médula
espinal y se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido. A partir de este
tejido se determinaron las proteinas de interés por ELISA y western blot (ver

mas adelante).

2.3 Procedimiento Quirurgico

Los animales se anestesiaron con ketamina (90 mg/kg) /xilacina (12 mg/ kg).
Una vez anestesiados, a cada rata se le afeitdo el abdomen y se limpié con
isodine. La incision de la piel se hizo por linea media, xifopubica (Figura 4). Se

disecd el plano muscular y se incidi6é este plano lateral a la linea media, a la
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derecha en todos los casos. Se colocaron separadores y se verificd
cuidadosamente la hemostasia. Se identificaron los rifiones y las arterias
renales. La arteria aorta abdominal se expuso después de la apertura del
retroperitoneo. Se separd cuidadosamente de la vena cava inferior. Se colocé
un clip para aneurisma con una fuerza de cierre de 50-g (Yasargil FE 693,
Aesculap, Germany) en la aorta abdominal distal al nacimiento de las arterias
renales por un periodo de 45 min (Figura 5). Para los grupos experimentales 3
y 4, tras los 45 min de isquemia se realizo la perfusién con solucién salina
(grupo 3) o NAC (grupo 4), y luego se retird el clip para restaurar el flujo

sanguineo.

Figura 4. Incision de la piel y del plano muscular
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Figura 5. Vista de la diseccién del retroperitoneo y la colocacion del clip en la
aorta abdominal por debajo de las arterias renales en (A) y (B) a mayor
aumento.

2.4 Administracion de N-acetilcisteina

De acuerdo al grupo al que pertenecia el animal se realiz6 la administracion de

la NAC (150 mg/kg/dosis) a los 45 min de iniciada la isquemia.

2.5 Obtencién del tejido medular para inmunocitoquimica

A las 24 horas de la intervencidn quirdrgica, los animales se anestesiaron con
Tiopental sodicol (100mg/kg) y se realizd perfusion transcardiaca con 200 ml
de PBS (0.05mol/l) seguido por 200 ml de paraformaldehido al 4%. Se removié
la médula espinal y el tejido fue post fijado en paraformaldehido toda la noche a
4 °C y embebido en parafina para los cortes en micrétomo y realizar

inmunocitoquimica e inmunofluorescencia (ver mas adelante).

2.6 Determinacion por inmunocitoquimica e inmunofluorescencia de

las proteinas PDIl y ERp57.
Para detectar la presencia de las proteinas PDI y ERp57, se realiz0 la

determinacion por inmunocitoquimica. Para esto, los cortes histologicos de 8

um fueron desparafinados y luego se aplic6 PBS-tritobn al 1% por 10 min, se
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retird, se lavaron los cortes y se coloco el anticuerpo monoclonal anti-PDI o
anti-ERp57 (Santa cruz) en dilucion 1:50, se incubaron por una hora a 37°C, se
realizaron tres lavados con PBS (Phosphate Buffer Saline) cada uno de 5 min.
Se adiciono el anticuerpo secundario antilgG-conjugado con peroxidasa (HRP
horseradish peroxidase Santa Cruz) en dilucion 1:3000 (Santa Cruz) para
inmunocitoquimica. Las laminas para inmunocitoquimica se revelaron utilizando
como sustrato aminoetilcarbazol 0,64 mg/ml (AEC) en buffer acetato (acetato
de sodio 0,030 M-acido acético 0.012 M) y peroéxido de hidrogeno al 0,36%. El
AEC se prepard previamente a 4mg/ml en dimetilformamida; los cortes se
incubaron hasta observar células marcadas positivamente por coloracién roja.
Una vez coloreadas se colocaron en glicerol tamponado, se cubrieron con una
laminilla para evitar la deshidratacion y poder almacenar las laminas para su

posterior analisis en el microscopio de luz.

Para inmunofluorescencia, después de la permeabilizacién de los cortes se
elimind la fluorescencia basal con cloruro de amonio (50 mM) por 20 min. Se
lavé y se incubaron los cortes con anticuerpo primario como para
inmunocitoquimica, tras los lavados, se coloc6 el anticuerpo secundario (FITC-
SC2024 Santa Cruz) 1:3000 por 20 min. Esta técnica se modifico dejando los
cortes histoldgicos con Triton X100 al 5% durante 90 minutos. Luego de lavar
tres veces se incubd con los anticuerpos y se procedié como se describio
antes. Las laminas para inmunofluorescencia se mantuvieron a -20°C
protegidas de la luz para el analisis en el microscopio de fluorescencia. Como
control se utilizaron cortes en los que no se colocé el anticuerpo primario, pero

si el secundario.

2.7 Evaluacion histologica de los cortes de médula espinal

Con el fin de determinar los cambios histolégicos en el tejido de la médula
espinal tras los diferentes tratamientos en los grupos experimentales, los cortes
fueron coloreados con hematoxilina-eosina y fueron evaluados por dos
patologos con experiencia en tejido nervioso, previamente entrenados en tejido
nervioso de rata. Para mejorar la confiabilidad de los resultados, la evaluacion
fue ciega en cuanto al grupo de origen de la ldmina que se examinaba. Se
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planed tener en cuenta el conteo aproximado de neuronas integras y el grado

subjetivo de desorganizacion tisular.

2.8 Determinacion de la condensacion de la cromatina en cortes de

médula espinal.

Con el fin de determinar si la isquemia indujo el proceso apoptético en las
células del tejido nervioso, se evalud la condensacion de la cromatina por
coloracion con Hoechst. Para esto inicialmente los cortes fueron
permeabilizados con PBS-tritén al 1% por 10 min, luego se lavaron y se coloco
50 pl de Hoechst (0.005 mg/ml) o yoduro de propidio (0.005 mg/ml) por 10 min
en oscuridad. Se lavaron los cortes y se colocaron en glicerol tamponado, se
cubrieron con una laminilla para evitar la deshidratacion. Las laminas se
almacenaron a -20°C protegidas de la luz hasta el analisis en el microscopio de
fluorescencia. Posteriormente, se repitié el procedimiento de permeabilizacién
pero aumentando la concentracion del Triton X1000 al 5% y el corte histolégico
permanecio con el detergente durante 90 minutos. Después se hizo los lavados

y se continué como se describié antes.

2.9 Obtencion de proteinas de la médula espinal

Los animales anestesiados se sacrificaron y se realizd la diseccién de la
médula espinal bajo magnificacion con microscopio quirdrgico a 10x, y 16x
(Vasconcello ®). El tejido se congel6 en nitrégeno liquido. Una vez congelado,
se cortd en trozos pequefios cuidando de mantenerlos congelados. Las
muestras se conservaron en nitrégeno liquido hasta ser procesados. Se
sacaron los tubos del nitrégeno liquido uno por uno, mientras la muestra estaba
aun congelada y se colocaron en presencia de una mezcla de detergentes,
para cada médula espinal se coloc6 1 ml de: Tritbn 1%, DOC 0.5%, CHAPS
1%, Tween 0.2%, Nonident P-40 1%, PMSF 100 ug/ml y EDTA 1mM. Se dio
vortex por 5 min y se incubd 1 h a 37°C. Al cabo de ese tiempo se centrifugo a
12000 rpm por 20 min, se recuperé y se guardé el sobrenadante a 4°C (primera
extraccion). Al pellet, se le colocé nuevamente el buffer anterior y se repitid
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todo el proceso cuatro veces con el fin de realizar cuatro extracciones para
separar los lipidos de las proteinas del tejido. El pellet que quedé tras las
cuatro extracciones se incub6 con hidroclorhidrato de guanidina 6M toda la
noche en agitacion continua, con el fin de desnaturalizar y precipitar las
proteinas que pudieron haber quedado en el pellet. Al otro dia se agregd 3
volumenes de acetona y se conservd a -70°C por una hora, al cabo de ese
tiempo se centrifugd a 12000 rpm por 30 min, se descarto el sobrenadante y el
pellet se resuspendid, en diferentes buffer dependiendo si se iba a realizar
ELISA o SDS-PAGE (ver mas adelante).

Por medio de electroforesis se evalud la obtencién de bandas proteicas en

cada una de estas fracciones.

2.10 ELISA

A partir del extracto proteico obtenido del tejido de médula espinal, se tomaron
50 ul de este extracto y se colocaron en una placa para ELISA toda la noche a
4°C. Al otro dia se retiraron las muestras y se lavaron tres veces con PBS por 5
min cada lavado. Luego la placa se bloque6 con leche en polvo descremada
5% durante una hora a 37°C, se retir0 la leche y se lavo la placa tres veces con
PBS durante 5 min cada lavado. Luego se colocé el anticuerpo primario: anti-
PDI o anti-ERp57 (Santa cruz) en dilucion 1:1000, la placa se incubd por 1 h a
37°C. Se lavé tres veces con PBS (5 min cada lavado) y se coloco el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (Santa Cruz) 1:5000 durante
una hora a 37°C. La placa se revelo utilizando como sustrato OPD (O-
Fenilenediamina dihidrocloruro) (Pierce) diluido en buffer peroxidasa durante 15
a 20 minutos. El revelado se detuvo con acido sulftrico 2,5 M y se ley6 a 492
nm en un lector de ELISA. Como control negativo se utilizaron pozos tratados
con los anticuerpos anteriormente descritos pero sin antigeno (extracto

proteico). Todos los anticuerpos se diluyeron en PBS.
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2.11 Electroforesis SDS-PAGE y Western blot

A partir de las proteinas obtenidas y purificadas de la médula espinal de las
ratas se realizo electroforesis SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10%.
Para esto se tomaron alicuotas de las proteinas extraidas y se adiciond un
volumen de buffer Laemli SDS 1x (0.125 M Tris-HCI (pH 6.8), 2% SDS, 10%
glicerol, 0.001% azul de bromofenol y 5% 2-B-mercaptoetanol correspondientes
a 10x el peso humedo de la muestra. Se dio vortex por 1 min a temperatura
ambiente. Se asegur6 que el tejido estuviera solubilizado. Luego las muestras

se hirvieron por 5 min.

Una vez corrida la electroforesis, las proteinas se trasfirieron a una membrana
PVDF durante toda la noche a temperatura ambiente en una camara
semihimeda a 32 mA. Se retir6 la membrana de la cAmara. Se bloqued con
leche en polvo semi descremada al 5% durante 1h a 37°C y toda la noche a
4°C. Al otro dia se realizaron 3 lavados, cada uno de 5 min, con PBS y se
incubo6 con anticuerpo primario monoclonal anti-PDI o anti-ERp57 (Santa cruz)
en dilucién 1:1000 por 1 h a 37°C. Luego se retird el anticuerpo primario y se
realizaron 3 lavados, cada uno de 5 min, con PBS, después, se incub6 con
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (Santa Cruz 1:1000) y se

revelé usando como sustrato carbazole (ya descrito).

2.12 Cuantificacién de la produccion de malondialdehido

Teniendo el tejido medular congelado se adicioné 2.4 ml de H,SO, 12N y 0.3
ml de acido fosfotungstico al 10%, se incubaron 5 min a temperatura ambiente,
se dio vortex por 5 min y se centrifugd a 1600 g por 10 min. Se descart6 el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 4 ml de agua destilada. Luego
se adiciond 1ml de &cido tiobarbittrico (0.67%). Las muestras se calentaron en
agua hirviendo por 1h. La solucién formada se extrajo con n-butanol, se
centrifugd a 1600 g por 10 min. Se separ6 la capa organica y se midio la
absorbancia a 532 nm, se uso tetrametoxipropano como patron y los niveles de

malondialdehido se calcularon como pg/ml.
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2.13 Anadlisis estadistico

Dado el pequefio tamafio de la muestra se prefiri6 hacer una descripcion

amplia de los resultados.
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3. RESULTADOS

3.1 Determinaciéon por inmunocitoquimica e inmunofluorescencia de

las proteinas PDIl y ERp57

Dado que la disminucién de la perfusion produce hipoxia celular y esto altera el
equilibrio de oxido-reduccién, es probable que se modifique la expresion de las
proteinas relacionadas con estos eventos. De estas proteinas la familia de
proteinas PDIs esté relacionada directamente con los mecanismos de oxido-
reduccion y a dicha familia pertenecen PDI y ERp57. Con el fin de determinar si
en la médula espinal de rata se producia algan cambio en la expresiéon de las
proteinas PDI y ERp57, se realiz6 inmunofluorescencia e inmunocitoquimica
para estas proteinas. Para esto el corte histoldégico fue permeabilizado con
Triton X100 al 1% durante diez minutos y posteriormente se incubaron con

anticuerpos contra PDI o ERp57

Los resultados de las figuras 6 y 7 con inmunocitoquimica son negativos en
cuanto no se detecta PDI ni ERp57. Este resultado fue inesperado, dado que
PDI y ERP57 son proteinas constitutivas y deben estar en las células
analizadas, sugiriendo que no hay una adecuada permeabilizacion y el
anticuerpo no puede reconocer el antigeno. Otra posibilidad es que haya poca
cantidad de PDI y ERP57 en las células de la médula espinal de la rata y el
anticuerpo no lo detecte adecuadamente por la pobre permeabilizacion. (Ver

las figuras en las paginas siguientes)
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Figura 6. Inmunocitoquimica y tincion con Hoescht. A. El corte histologico se
incubd con el anticuerpo anti-PDI (2ug/ml, Santa Cruz) para cada uno de los
cuatro grupos experimentales y luego se adiciond un anticuerpo conjugado con
peroxidasa y se revel6é con Carbazole. B. El corte histolégico se incub6é con
tincion de Hoescht (0.05ug/ml). G1: control, G2: isquemia/reperfusion, G3:
isquemia/reperfusion con NAC y G4: isquemia/reperfusion con NaCl. Las
placas se analizaron con un Aumento 100X, microscopio VanGuard.
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Figura 7. Inmunocitoquimica y tincion con Hoescht. A. El corte histologico se
incubd con el anticuerpo anti-ERP57 (2ug/ml, Santa Cruz) para cada uno de los
cuatro grupos experimentales y luego se adicion6 un anticuerpo conjugado con
peroxidasa y se revel6é con Carbazole. B. El corte histolégico se incub6 con
tincion de Hoescht (0.05ug/ml). G1: control, G2: isquemia/reperfusion, G3:
isquemia/reperfusion con NAC y G4:. isquemia/reperfusion con NaCl. Las
placas se analizaron con un Aumento 100X, microscopio VanGuard.
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Con el mismo propoésito se determind la expresion de PDI y ERP57 mediante la
técnica de inmunofluorescencia, que es mas sensible que Ila
inmunohistoquimica. Para esto el corte histologico fue permeabilizado con
Triton X-100 al 1% durante diez minutos y posteriormente se incubaron con
anticuerpos contra PDI o ERP57. Como se muestra en la figura 8 (pagina
siguiente), con esta metodologia tampoco se pudo detectar PDI o ERp57. Este
resultado apoya lo expuesto anteriormente: no hay una adecuada
permeabilizacion y el anticuerpo no puede reconocer el antigeno. Esta
afirmacion se fundamenta en el hecho que son proteinas constitutivas y por lo
menos algunas células, en cualquiera de los tratamientos, deberia ser positiva
para cualquiera de las dos proteinas. Sin embargo, no se descarta que
normalmente haya baja concentracion de estas proteinas en la médula espinal

de la rata.
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Figura 8. Inmunofluorescencia de los cortes histologicos de la médula espinal.
Los cortes fueron permeabilizados con Triton X100 al 1% durante 10 minutos,
lavados y luego se incubaron con anticuerpos anti-PDI o anti-ERP57 ((2ug/ml,
Santa Cruz). A. Anti-PDI. B. Anti ERP57 Los cuatro grupos experimentales
fueron: G1: control, G2: isquemia/reperfusion, G3: isquemia/reperfusion con
NAC y G4: isquemia/reperfusion con NaCl. Aumento 100X, microscopio
VanGuard.



3.2 Determinacién de la condensacion de la cromatina en cortes de

meédula espinal.

Dado que la disminucion de la perfusion genera hipoxia y esta puede inducir
muerte celular por apoptosis, se quiso evaluar cualitativamente si existian
signos de apoptosis en algunas células del tejido. Para evaluar la apoptosis se
utilizoé la tincion con Hoechst. En este caso el tejido se permeabilizé6 con Triton
X100 al 1% durante diez minutos y se agregé Hoechst. Este reactivo penetra
hasta el nucleo y se une al DNA; para evaluar la integridad del DNA se observa
el tejido con luz UV, si el ndcleo se observa homogéneo es indicativo de
integridad del DNA, pero si se observa que el nucleo estd fragmentado en
pequefias porciones, sugiere que el DNA se ha roto y se ha reagrupado en
segmentos. La fragmentacion del DNA es un indicador de apoptosis y de

manera indirecta indicaria si hubo muerte celular por hipoxia.

En la figura 9 se muestran diferentes fotografias del grupo 2
(isquemia/reperfusién). De A-F se observan neuronas sin condensacion de
cromatina y en las fotografias C,E,G,H células pequefias con condensacion de
cromatina. Aunque no se utilizé ningin marcador para identificar las células,
por el tamafio y la morfologia podria tratarse de neuronas. En general en esta
figura no se aprecia claramente el nacleo de las células, excepto en las células
pequefias; la imagen no logra demostrar diferencias importantes y no hay
buena intensidad de la fluorescencia. (Ver figura en la pagina siguiente)
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Figura 9. Tincién de Hoechst para cortes de médula provenientes de ratas del
grupo experimental 2 (isquemia/reperfusion). Aumento 100x, microscopio
VanGuard.
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En la figura 10 (pagina siguiente) se muestran las fotografias de los cortes con
tincibn de Hoechst para los 4 grupos experimentales (G1: control, G2:
isquemia/reperfusion, G3: isquemia/reperfusion con NAC 'y G4
isquemia/reperfusion con NaCl). En este caso el numero de células con
condensacion de la cromatina no es muy alta y dado que la intensidad de la
fluorescencia es similar para todos, es dificil apreciar las diferencias entre los
distintos tratamientos. En especial, se observa que las células grandes no
muestran diferencias entre los tratamientos. En cambio, algunas células
pequefias pareciera tener algun grado de condensacion de la cromatina, en

especial en el grupo 2y 4.
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Figura 10. Determinacion de la condensacion de cromatina por tincion con
Hoechst. Los cortes provenientes de médulas espinales de individuos de los
cuatro grupos experimentales se tifleron con Hoechst, para cada grupo se
colocaron dos fotografias. Aumento 100x, microscopio Vanguard.
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3.3 Determinacion por western blot y ELISA de las proteinas PDI y
ERp57

Con el fin de determinar cambios en la expresion de las proteinas PDI y
ERP57, se realizd electroforesis SDS-PAGE y western blot. El peso molecular
de la PDI es cercano a los 56kd, similar al de la Erp57 (56.6 kd)En la figura 11
se muestra una electroforesis SDS-PAGE donde se colocaron muestras de
proteinas con suficiente concentracion de proteinas (0.05 mg/ml) para asegurar
una buena transferencia a la membrana PVDF en la realizacion del western
blot.

Albumina
66 kDo
> -

Ouoclbﬁsmhi$ > - PHHH
LILL

Figura 11. Electroforesis SDS-PAGE. Con las proteinas obtenidas y
purificadas a partir del tejido medular de las ratas se realiz6 la electroforesis
con igual concentracion de proteina (0.05 mg/ml). Carril 1: marcador de peso
molecular albumina y ovoalbumina. Carriles 2-5: proteinas extraidas de los
cuatro grupos experimentales G1: control, G2: isquemia/reperfusién, G3:
isquemia/reperfusion con NAC y G4: isquemia/reperfusion. El gel fue tefiido con
azul de coomassie.

Al hacer el Western blot e incubar con anticuerpos contra PDI y ERP5, estos no
detectaron las proteinas. Esto sugiere que la concentracion de las proteinas en
el tejido es bajo, a pesar que se utilizd una alta concentracién del anticuerpo.

Dado que el resultado en el Western blot fue negativo se procedié a determinar
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la presencia de estas proteinas por medio de la técnica de ELISA ya que es
mas sensible que el Western blot. En la figura 12 se muestran los resultados de
la cuantificacion de PDI y ERp57 por ELISA. En esta grafica se observa, que
respecto al control negativo no hay una expresion abundante de las proteinas
PDI ni ERp57 en ninguno de los cuatro tratamientos, asi como tampoco hubo
diferencias significativas entre las muestras de los cuatro tratamientos. Sin
embargo hay una tendencia hacia un aumento en la expresion de la proteina
PDI en el grupo 2 (isquemia/reperfusion) y 4 (isquemia/reperfusion NaCl). Este
resultado indica que la proteina PDI si esta en las células de la médula espinal
de la rata, pero probablemente la concentracion es muy baja y no se puede
detectar por técnicas como el Western blot.

0,35 ~
EGl OG2 0OG3 mG4
0,30 -

0,25 A

0,20 -
B3

0,15 -

OD (492nm)

0,10 -

0,05 -

0,00 I T T T T 1
PDI ERp57 Control (+) PDI Control (-)

Figura 12. ELISA para detectar PDI y ERP57. Se realiz6 ELISA directa segun
materiales y métodos. Los grupos de tratamiento corresponden a G1: control,
G2: isquemia/reperfusion, G3: isquemial/reperfusion con NAC y G4:
isquemia/reperfusion con NaCl, respectivamente. El error estandar corresponde
al promedio de dos experimentos. Como controles positivo y negativo de la
técnica se utilizaron proteina PDI recombinante y pozos con los anticuerpos
pero sin antigeno. La absorbancia del control negativo se rest6 a todos los
tratamientos.
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3.4 Andlisis de la condensacién de la cromatina e inmunofluorescencia
de las proteinas PDI y ERp57 en cortes de médula espinal permebilizados
con Tritén X.100 al 5% durante 90 minutos.

Para determinar si los resultados descritos anteriormente obedecen a la poca
permeabilizacion de los cortes histologicos, se decidié aumentar del 1% al 5% y
mantener el detergente sobre el corte histolégico durante 90 minutos. Con esto
se buscaba aumentar la extraccion de lipidos del tejido y mejorar la penetracion
de los anticuerpos y del reactivo Hoechst o de la luz UV. Al tratar el corte
histolégico con Hoechst mejord la intensidad de la fluorescencia y se puede
apreciar diferencias en el grado de condensacion de la cromatina. Se aprecié
que el grupo 2 y 4 presentaron un mayor grado de fragmentacion, respecto al
grupo 1 y 3. Esto sugiere que al tratar las ratas con NAC se mejora la
capacidad reductora de la célula y esto de manera indirecta disminuye la

muerte celular por apoptosis.

Al hacer la inmunofluorescencia, utilizando los anticuerpos contra PDI y
ERP57, se observé que la intensidad de la fluorescencia es muy baja, aunque
ligeramente mas alta respecto a la figura 8. En este caso la fluorescencia mas
baja se detectd en el grupo 1. Esto sugiere que es poca la cantidad de PDI y
ERP57 que expresan normalmente las células de la médula espinal de rata.
Las del grupo 2 poseen una fluorescencia leve a moderada sugiriendo que la
PDI y ERP57 aumentan la expresién en condiciones de hipdxia. En el grupo 3
la intensidad de la fluorescencia es menor que las del grupo 2, sugiriendo que
la NAC al mejorar las condiciones de reduccién celular, de manera indirecta se
reduce la expresion de las proteinas chaperonas PDI y ERP57. Estos
resultados apoyan lo sugerido respecto a los obtenidos en el Western Blot,
aunque no de manera concluyente. No se descarta que aun persista el
problema de penetracion del anticuerpo, dado que las proteinas se encuentran

mayoritariamente en reticulo endoplasmico.

48



3.5 Evaluacion histologica de los cortes de médula espinal

En el analisis histolégico se utilizd tincibn con hematoxilina-eosina, para
muestras de cada uno de los cuatro grupos de experimentacion. Se busco
diferencias en el nimero de neuronas en cada uno de los cortes, y hacer una
clasificacion subjetiva del grado de desorganizacion tisular. Los resultados no
mostraron diferencias apreciables por este método entre los diferentes grupos.
Es posible que la duracion de la isquemia no haya sido lo suficientemente
prolongada como para que aparecieran alteraciones histologicas detectables
con estas tinciones. A favor de esta explicacion esta el hecho de que dentro de
las primeras 8 horas postoperatorias, se hacia manifiesto un déficit neurolégico
dado por debilidad de los cuartos traseros en los grupos 1, 2, y 3. Este déficit,
sin embargo, habia desaparecido por completo a las 24 horas postoperatorias

(momento del sacrificio).

3.6 Cuantificacion de la produccion de malondialdehido

Se conoce que la isquemia conlleva a un grado de estrés celular el cual puede
provocar aumento de las especies reactivas tanto de oxigeno como de
nitrogeno. Los radicales libres tienen gran capacidad oxidativa y producen
peroxidacién lipidica de los acidos grasos de las membranas celulares. Por tal
motivo se pretendié evaluar la produccion de malondialdehido como un

indicador del dafio oxidativo en la célula causado por la isquemia/reperfusion.

En la figura 13 (pagina siguiente) se muestra la determinacion de
malondialdehido. Se encontr6 un valor elevado de la concentracion de
malondialdehido para los individuos del grupo 2 (isquemia/reperfusion),
adicionalmente se observa que el tratamiento con NAC disminuy6é la
produccion de malondialdehido, mientras que el tratamiento con NaCl no tuvo

este efecto.
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Figura 13. Determinacién de malondialdehido. A partir de la médula espinal de
los animales se obtuvo el malondialdehido y se determiné su absorbancia por
espectrofotometria seglin materiales y métodos. Los grupos de tratamiento
corresponden a grupo sin isquemia ni reperfusion, G1: control. G2:
isquemia/reperfusion. G3: isquemia/reperfusion tratados con NAC y G4:
isquemia/reperfusion tratados con NaCl. Se muestra el promedio + desv prom.
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3.7 ANALISIS DESCRIPTIVO.

La cuantificacion de las proteinas chaperonas PDI y Erp57 mostré valores
bajos en todos los grupos. Pese a que los resultados de los grupos 2 y 4 son
numeéricamente mayores que los de los otros dos grupos (control y NAC), y
estarian de acuerdo con la hipétesis de trabajo, no es posible asumir que esta

diferencia sea real.

La evaluacion cualitativa de marcadores intracelulares de apoptosis mostro la
aparicién de células con aparente fragmentacién de DNA en especial en los
grupos 2 y 4. Sin embargo, no se puede establecer una diferencia real entre los

grupos.

La medicion del malonil dialdehido (MDA) mostré valores mas elevados que el
grupo control en el grupo 2 (isquemia reperfusion) y en el grupo 4 (Solucién
salina). En el grupo de la NAC mostré valores mas bajos que en el grupo

control.
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4. DISCUSION

La falta de adecuado aporte de oxigeno al tejido nervioso es un factor
determinante de su funcionamiento y de su supervivencia. Cuando se prolonga
por un tiempo que sobrepasa la minima tolerancia del tejido nervioso, se
desencadena una serie de eventos que se suman en sus efectos deletéreos
sobre las neuronas. Estos eventos per se producen gran dafio tisular, por lo
que la rapida restauracion del aporte de oxigeno a través de la restitucion del
flujo sanguineo se convierte en el objetivo primario del tratamiento. Sin
embargo, los cambios bioquimicos intracelulares de la isquemia predisponen a
un dafio ain mas severo con la reperfusion. Este se manifiesta por la
generacion de radicales libres que empeoran la gravedad de la lesion a las

proteinas de la célula, y peor todavia, a los lipidos de las membranas.

En el modelo propuesto de isquemia/reperfusion del tejido nervioso afectado
fue la médula espinal, en lo que corresponde a los niveles irrigados por la
arteria aorta abdominal infrarenal. Siguiendo modelos conocidos de isquemia
medular experimental (2, 4), se realizo la oclusidon extrinseca transitoria de la
aorta durante 45 minutos. Este tiempo genera un déficit neurologico que fue
clinicamente reversible, al menos para el modelo utilizado. Es posible que un
tiempo de isquemia mas prolongado produzca una lesibn permanente o
predisponga a un dafio mas severo por reperfusion. Otros modelos han incluido
la hipotension sistémica por hipovolemia como factor potenciador de la lesion
medular, pero para el caso del modelo previsto no se consideroé tal posibilidad.
Otros factores que pudieron influir en los resultados son la menor
especializacion del tejido nervioso de la rata respecto al mismo tejido en el ser

humano (45), y la gran capacidad adaptativa de la rata al estrés.

Para la aplicacion del medicamento en estudio, la N-acetil cisteina se utilizo el
concepto de la via intra arterial directa. Este modelo ofrecia la desventaja de la
dificultad técnica, pero se logré la estandarizacion del procedimiento lo que
permitié consolidar un tiempo quirdrgico promedio desde la incision de la piel
hasta la colocacion del clip en la aorta de 7 minutos, una vez dominada la

técnica. La gran ventaja de la colocacion intra arterial directa del medicamente
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es el aumento controlado de la biodisponibilidad de la sustancia en el tejido
especificamente afectado. Al ocluir totalmente el aporte sanguineo a los
segmentos medulares inferiores, se disminuye al minimo la posibilidad de
contaminacion con sangre porveniente de otras arterias (46), y por ende de una
fuente alterna y no controlada de radicales libres. Adicionalmente, el protocolo
quirurgico y de reperfusién permite controlar el factor fisico de “lavado” del
lecho vascular por la inyeccién de la NAC, al tener un grupo alterno con
inyeccion de solucién salina. La inyeccion pre-reperfusion del medicamento
ayuda a evaluar la hipotesis de la suplencia de precursores de glutation y
glutation peroxidasa con NAC, antes de que se desencadene el estrés

oxidativo con la reperfusion.

La dosis que se utiliz6 de NAC fue de 150 mg/kg. Esta cantidad de
medicamento es la dosis de carga que se utiliza en la practica clinica para
promover el control de la intoxicacion por acetaminofén y de la intoxicacién por
cianuro. Sin embargo, la recomendacién clinica es continuar con una infusién
continua del medicamento por al menos 24 horas adicionales (47). Dada la
tendencia en los resultados a favorecer el grupo en el que se usé la NAC, es
posible que la dosis de carga sea parcialmente efectiva en proveer los

precursores necesarios para los antioxidantes.

La dificultad en la deteccién de las PDIs (PDIl y ERp57) puede deberse a varias
razones. Una de ellas es la gran dificultad del paso de los anticuerpos al interior
de la neurona por la alta concentracion de lipidos en la membrana celular. Por
esta razon se potencié el uso de los reactivos detergentes en el experimento, y
asi se obtuvieron resultados que demuestran una tendencia a la disminucion de
la expresion de estas proteinas chaperonas en el grupo 3 (NAC) con valores
similares a los observados en el grupo control. Se destaca el mayor valor en los
otros dos grupos. Sin embargo, hay que considerar también la opcion de que
las proteinas PDIs pueden ser ellas mismas afectadas por el estrés oxidativo.
Esto disminuiria su expresion y su capacidad de respuesta ante la presencia de
otras proteinas, como ha sido demostrado por algunos estudios (48). Se ha
encontrado que durante el estrés oxidativo, las proteinas de la familia de las
PDI se afectan por radicales libres de nitrdgeno como el 6xido nitrico y el
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peroxinitrito, mas que por radicales libres de oxigeno (48); este hallazgo podria

explicar el bajo nivel global de PDlIs.

El malonil dialdehido (MDA) es un producto de la degradacién enzimatica del
acido araquidonico, y se usa en modelos experimentales de evaluacion de la
peroxidacién lipidica (49). Su medicion en los diferentes grupos mostré valores
favorables al uso de la NAC en la reperfusion post isquémica. Es posible que la
cuantificacion de otras sustancias como la deshidrogenasa lactica (LDH por sus
iniciales en inglés) pudiera reforzar los resultados de este estudio. La LDH se
libera del citoplasma de las células lesionadas una vez se pierden por completo
las condiciones de permeabilidad de la membrana.

En general, los resultados globales muestran una tendencia a favorecer el
efecto de la NAC como precursor de antioxidantes en el marco del fenémeno
de la reperfusién post isquémica. Sin embargo, no es posible afirmar que las

diferencias encontradas entre los grupos sean reales.

Antes de hacer cualquier recomendacion se deben hacer estudios adicionales
con muestras mas grandes, y diferente analisis estadistico. Se pueden plantear
investigaciones adicionales como el uso del antioxidante NAC para prolongar la
ventana terapéutica en trombolisis del sistema nervioso, en estudios de
peroxidacién lipidica secundaria al trauma, en trabajos de evaluacion de la
transformacién hemorragica de amplias zonas del tejido nervioso luego de
craniectomia descompresiva por infartos cerebrales o trauma, en la
preparacion de pacientes sometidos a cirugia de aneurismas

toracoabdominales, etc.

El beneficio clinico de este tipo de estudios podria tener su expresion en la
mejoria de la calidad de vida de las personas que estan en riesgo de empeorar
durante la reperfusion post isquémica. El impacto social, psicolégico, y
economico de minimizar un déficit neurologico devastador justifica el

planteamiento y la realizacion de estudios adicionales en este campo.
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CONCLUSIONES

Se estandarizé la técnica microquirdrgica de la isquemia transitoria de la
médula espinal en ratas mediante la oclusion de la arteria aorta abdominal
infrarenal. Asi mismo, se estandariz6 la técnica microquirdgica de la
reperfusion post isquémica medicada y no medicada de la médula espinal en

ratas, luego de la oclusion de la arteria aorta abdominal infrarenal

Con los resultados de este trabajo no es posible afirmar con certeza que la
NAC disminuya los efectos secundarios lesivos de los radicales libres de
oxigeno en la reperfusion post isquémica del tejido nervioso. Sin embargo,
tampoco se puede afirmar lo contrario, y en todos los analisis hubo resultados
que favorecen, aunque no en forma conclusiva, la hipotesis del efecto

protector de la NAC en la reperfusion post isquémica del tejido nervioso.
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