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PPy – NSE – BSA Polipirrol – N – succinil – éster –albúmina de suero bovino 

RNS Especies reactivas de nitrógeno 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

RSA Albúmina de suero de rata 

S – CS Succinil – quitosano 

SA Albúmina de suero 

SAM Moléculas autoensamblables  

SEM Microscopía electrónica de barrido 
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SRF Radio frecuencia de superconducción 

TEM Microscopía electrónica de transmisión 

TGF Factor de crecimiento transformante 

Torr Unidad de medida de presión equivalente a 0.999 mmHg 

XPS Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X 
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SÍMBOLOS GRIEGOS 

 

   Ángulo de contacto. 

  Constante de tiempo 

  Exponente adimensional de la ley de potencias  

  Frecuencia de oscilación (rad/s) 

∞  Viscosidad a altos cortes (Pa*s) 

𝛾̇  Velocidad de cizallamiento (1/s) 

  Viscosidad aparente (Pa*s) 

0  Viscosidad a bajos cortes (Pa*s) 
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RESUMEN. 

 

La lesión traumática de la médula espinal (LTME) es un problema de salud para el cual 

actualmente no existe un tratamiento o terapia efectiva. La medicina ha explorado las diversas 

opciones terapéuticas para pacientes con LTME con el objetivo de mejorar su calidad de vida. 

Una alternativa ha sido el desarrollo de biomateriales que ofrecen neuroprotección o 

neurorregeneración del tejido nervioso dañado. La microinyección de partículas de Polipirrol 

dopadas con Yodo sintetizado por plasma (PPPy/I) ha demostrado efectos neuroprotectores que 

favorecen la recuperación de la función motora en animales experimentales con LTME. Sin 

embargo, su capacidad para migrar en el tejido ha llevado a la necesidad de probar un vehículo 

de suspensión que permite la concentración de partículas en el sitio de la lesión. Para lograr esto, 

se estudiaron biomateriales de PPPy/I variando la condición de presencia o ausencia de agua en 

el proceso de síntesis, a los polímeros obtenidos se denominaron como P1 y P2. La 

caracterización fisicoquímica de la superficie de los polímeros se llevó a cabo mediante 

espectroscopía infrarroja (FT –  IR), espectroscopía fotoelectrónica de rayos X (XPS), microscopia 

electrónica de barrido (SEM), microscopía electrónica de transmisión (TEM) y ángulo de contacto 

(AC). Asimismo, se estudió el desempeño reológico de suspensiones que contienen ambos 

polímeros solos y en combinación con albúmina de suero bovina (BSA). Se realizaron ensayos in 

vivo en animales con y sin LTME moderada que se microinyectaron con partículas de P1 o P2 en 

suspensión usando una solución de suero de albúmina de rata (RSA). Se observó que la exposición 

a soluciones de proteínas genera una multicapa proteica en la superficie de los biomateriales que 

modificó drásticamente el comportamiento tanto de P1 como de P2, lo que generó serias 

repercusiones en los ensayos in vivo. Los resultados obtenidos mostraron que la química de la 

superficie juega un papel importante en el desempeño global de los biomateriales y que es 

posible tratar la LTME moderada con estos materiales. 
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ABSTRACT. 

 

Traumatic spinal cord injury (TSCI) is a health problem for which there is currently no 

treatment or effective therapy. Medicine has explored therapeutic options for patients with TSCI 

with the aim to improve their quality of life. One alternative has been the development of 

biomaterials that offer neuroprotection or neuroregeneration of damaged nerve tissue. The 

microinjection of iodine-doped polypyrrole particles synthesized by plasma (PPPy/I) has shown 

neuroprotective effects that favour motor function recovery in experimental animals with TSCI. 

However, their ability to migrate into the tissue has led to the need to test a suspension vehicle 

that enables the concentration of particles at the site of injury. To achieve this, two biomaterials 

of PPPy/I were studied by varying the condition of presence or absence of water in the synthesis 

process, the polymers obtained were designated as P1 and P2. The superficial physicochemical 

characterization of the polymers was performed by infrared spectroscopy (FT – IR), X-ray 

photoelectron spectroscopy (XPS), scanning electron microscopy (SEM), transmission electron 

microscopy (TEM) and contact angle (AC). Likewise, the rheological performance of suspensions 

containing both polymers alone and in combination with bovine serum albumin was also studied. 

In vivo tests were performed on animals with and without moderate TSCI that were microinjected 

with particles of P1 or P2 in suspension using a solution of rat serum albumin. It was observed 

that exposure to the protein solutions generates a protein multilayer on the surface of the 

biomaterials that can drastically change the behaviour of both P1 and P2, which led to severe 

repercussions in the in vivo assays. The results showed that surface chemistry plays an important 

role in the global performance of biomaterials and that it is possible to treat moderate TSCI with 

these materials. 
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1. INTRODUCCIÓN. 
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En las últimas décadas, la medicina, así como las diferentes áreas del conocimiento que 

la componen, han desarrollo grandes avances técnicos – científicos con los cuales ha sido posible 

restaurar o mejorar las funciones de órganos y tejidos lesionados por enfermedad o 

traumatismo. En este sentido, la ciencia de los materiales incide en este campo al desarrollar 

materiales capaces de interactuar con sistemas vivos en sus diferentes grados de complejidad, lo 

cual permite realizar cultivos celulares y en un futuro llegar hasta a organismos vivos completos; 

a este tipo de materiales se les denomina biomateriales. 

Los biomateriales pueden ser sencillos o complejos de acuerdo con la naturaleza con la 

que sean requeridos, sin embargo, previo a un uso clínico, estos deben someterse a pruebas que 

garanticen su inocuidad y biocompatibilidad una vez colocado en el sitio de interés; para ello, se 

requiere una serie de pruebas que permitan caracterizar sus propiedades físicas, químicas y 

biológicas con las cuales se tenga la certeza de que el biomaterial funcionara para la aplicación 

específica. 

Uno de los problemas abordados por la medicina regenerativa a través del uso de 

biomateriales, es la recuperación de la capacidad motora tras haber sufrido una lesión traumática 

en la médula espinal (LTME). 

En particular las aplicaciones de Polipirrol dopado con Yodo sintetizado por plasma 

(PPPy/I) (1) en sistemas biológicos han presentado resultados favorables como andamio para el 

crecimiento de células nerviosas en cultivos in vitro (2, 3), asimismo, en el tratamiento de LTME 

suministrando el PPPy/I como una pastilla implantada en modelo de sección completa (4, 5) o en 

suspensión por microinyección en el sitio de lesión en trauma por contusión (6), de estas 

opciones, la microinyección representa la técnica menos invasiva y traumática tanto para el 

tejido como para el huésped. 

No obstante, en pruebas realizadas por Álvarez-Mejía y cols. (6) se observó 

histológicamente que el suministro por microinyección propicia una dispersión del biomaterial 

más allá del sitio de lesión. Una solución a ello es sacar provecho a las características de la química 

superficial de PPPy/I que le permiten interaccionar con diversas proteínas, entre ellas la proteína 
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albúmina de suero, para con ello obtener un vehículo de administración, que, bajo ciertas 

condiciones, se comporte tal y como lo haría un sólido. 

La proteína albúmina de suero, es una biomolécula de gran interés biotecnológico debido 

a sus particulares características biológicas involucradas en el transporte de nutrientes y 

fármacos, regulación de pH, presión osmótica fisiológica, acción de agente quelante (7-9) y 

neuroprotector (10, 11), entre otras. Previamente, algunas de estas propiedades han sido 

aprovechadas para obtener fluidos estructurados o sistemas semisólidos con estructuras 

multifase (12) por diferentes ramos industriales con fines comerciales. 

El presente trabajo se enfocó en determinar las características fisicoquímicas de PPPy/I 

bajo dos síntesis diferentes, el comportamiento reológico que estos presentan al ser suspendidos 

como polvo en soluciones de albúmina de suero para obtener un sistemas PPPy/I + Albúmina 

capaces de presentar estructuración semejante a un sólido a bajos cortes de cizallamiento, tal 

como se pueden esperar en el epicentro de una LTME; además de la evaluación de estas 

suspensiones al microinyectarse en un modelo de LTME por contusión moderada determinando 

el grado de recuperación motora post tratamiento. 

  



M. en C. Omar Felipe Fabela Sánchez   Universidad Autónoma Metropolitana 

 

Doctorado en Ciencias en Ingeniería Biomédica 

21 

 

 

 

 

 

2. ANTECEDENTES. 
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2.1. Biomateriales. 

El término biomaterial es utilizado para designar a aquellos materiales que forman parte 

de los implantes médicos, dispositivos extra corporales y desechables que se han utilizado en 

atención a la salud. Boretos y Eden en 1984 en la National Institutes of Health Consensus 

Development Conference definieron al biomaterial como "cualquier sustancia diferente a un 

fármaco o combinación de sustancias de origen natural o sintético, que pueden ser utilizados 

como un todo o parte de un sistema en el tratamiento, aumento, o remplazo de cualquier tejido, 

órgano o función del cuerpo". Sin embargo, el común denominador en todas las definiciones que 

se han propuesto para biomateriales es el reconocimiento de que éstos se distinguen de otra 

clase de materiales debido a los criterios especiales que deben de cumplir en términos de 

biocompatibilidad (Fig. 1) y ciertas características fisicoquímicas generales (Tabla 1) (13-15). 

 

Tabla 1. Características ideales de un biomaterial. 
(Tomado de (16)) 

Biocompatible 

Sin ningún tipo de reacción biológica adversa. 

Reabsorbible (en algunos casos). 

Tasa de degradación paulatina a medida que se forma el nuevo tejido. 

Productos de degradación fácilmente eliminables e inocuos. 

 

En cuanto a su desempeño, los biomateriales se pueden clasificar de diversas maneras. 

En primer lugar, pueden ser considerados desde el punto de vista del problema por resolver; en 

segundo lugar, considera al huésped en niveles tales como tejidos, órgano o sistema; y en tercer 

lugar, tomar en cuenta su origen ya sea como metales, cerámicas, materiales compuestos y/o 

polímeros (Tabla 2), a partir de cualquiera de estos puntos de vista, en la aplicación del 

biomaterial se debe analizar su función estructural, composición química, funciones eléctricas y 

muchas otras características implicadas en su desempeño óptimo (15, 17). 
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Fig. 1. Esquema general de pruebas de biocompatibilidad. 
Esquema de pruebas comúnmente realizadas para la aprobación en el uso de un biomaterial 
como implante (Tomado de (13)). 

 

Tabla 2. Clasificación general de los biomateriales de acuerdo con su naturaleza 
(Tomado de (17)). 

Material Descripción 

Metálicos 
Uso casi exclusivo para implantes sometidos a esfuerzos mecánicos y corrosión, 
como prótesis para rodilla y cadera, clavos, tornillos y placas para fijación de 
fracturas. 

Cerámicos 
De composiciones inorgánicas y no metálicas, biocompatibles, no sufren los efectos 
de corrosión y, aunque algunos pueden llegar a degradarse, los productos de tal 
degradación pueden ser reabsorbidos. 

Compuestos 
o 

Compósito 

Constan al menos de dos fases distintas, separadas por una interfaz definida. El 
constituyente continuo que, por lo general, aunque no siempre, es el más 
abundante, se denomina matriz, dependiendo de ella se pueden clasificar en 
compuestos de matriz cerámica, metálica o polimérica. 

Poliméricos 

Estos materiales se utilizan en dispositivos donde se requiere resistencia mecánica 
y flexibilidad. Sus productos de degradación se eliminan principalmente a través del 
metabolismo celular. De forma general, se pueden clasificar como polímeros 
lineales, geles o resinas macro reticuladas. 
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2.2. Modificación superficial de los biomateriales. 

A pesar de que el desarrollo y aplicación de biomateriales goza hoy día de un gran interés, 

su existencia es tan antigua como la medicina misma. La utilización de biomateriales poliméricos 

naturales con fines médico – quirúrgicos se remonta a unos cuatro mil años en que ya se 

utilizaban como elementos de sutura. Sin embargo, no es sino hasta 1930 cuando inicia el gran 

desarrollo de las familias de polímeros que en relativamente poco tiempo llegaron a inundar 

todos los mercados; de tal forma que, en años recientes, el enfoque de la ingeniería de tejidos 

(IT) y la CM ha ido en la dirección de la aplicación combinatorio de materiales sintéticos y 

naturales para restaurar las funciones de los tejidos deteriorados. No obstante, la insuficiente o 

inadecuada interacción entre el biomaterial y el sistema vivo siguen siendo una preocupación 

importante, ya que a menudo el implante resulta en un fracaso en términos de biocompatibilidad 

(13, 18, 19). 

A partir del continuo desarrollo de la industria de polímeros, se ha dispuesto de una serie 

de monómeros y con ello se inició la aplicación del concepto de funcionalización de polímeros, 

es decir, el proceso químico mediante el cual se incorporan grupos funcionales reactivos a una 

cadena polimérica. Por lo tanto, la modificación de las propiedades superficiales con base en una 

funcionalización de la misma se puede justificar de la siguiente forma: mantener las propiedades 

físicas más importantes del biomaterial, mientras que sólo se modifica la capa más externa para 

influir en la biointeración, de tal manera que, si la modificación de la superficie es adecuada, las 

propiedades mecánicas y funcionales no se modificarán, pero el desempeño biológico se 

mejorará (17, 20-23). 

De esta manera, la estrategia más común para mejorar la biocompatibilidad de los 

biomateriales ha sido su modificación superficial con moléculas orgánicas o embeberlos en redes 

complejas que permiten mantener las características superficiales de interés. Dichas moléculas 

se seleccionan generalmente para realizar una de dos funciones: generar superficies 

citocompatibles, es decir, que favorezcan la adhesión de células específicas o superficies 

antiadherentes para evitar la adherencia de proteínas y/o células (Fig. 2). Con este objetivo, 
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diversas moléculas inmovilizadas se han empleado con éxito para modificar las superficies de 

biomateriales implantables. Algunas estrategias de modificación superficial con moléculas 

funcionales incluyen la adsorción no específica, injerto fotoquímico, monocapa 

autoensamblables (SAM, por sus siglas en inglés), unión covalente y depósito por energía de 

plasma, entre otros.  

Por ejemplo, la modificación de superficies por inmovilización de biomoléculas como el 

péptido RGD (arginina-glicina-ácido aspártico), han mostrado un marcado aumento en la 

adhesión celular en cultivos in vitro. (20, 22, 24-26). 

 

 

Fig. 2. Representación esquemática de modificación de superficial de biomateriales 

(Tomado de (20)). 

 

 Superficie inorgánica 

Superficie bio-inerte Superficie bio-activa 

Moléculas 
funcionales 

Polisacáridos. 

Poli etilenglicol 

Fosfolípidos. 

Material implantado. 

Oro, plata, platino, cobre – cromo 

Entrecruzante 

Tioles, DOPA, Silanos, etc. 

Moléculas funcionales 

Moléculas de señalización. 

Proteínas de matriz 
extracelular. 

Ligando a integrinas. 

Biomateriales. 

Vidrio, titanio, silicones, 

cerámicos, hidroxiapatita, etc. 
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Keselowsky y cols. (24) analizaron los efectos de la modificación superficial de partículas 

de oro al funcionalizarlas con 1 dodecanotiol (𝐻𝑆 − (𝐶𝐻2)11 − 𝐶𝐻3), 11–mercapto–1–

undecanol (𝐻𝑆 − (𝐶𝐻2)11 − 𝑂𝐻), ácido 11 – mercapto – undecanoico (𝐻𝑆 − (𝐶𝐻2)10 −

𝐶𝑂𝑂𝐻) y 12 – amino – 1 – mercaptododecano (𝐻𝑆 − (𝐶𝐻2)12 −  𝑁𝐻2); obteniendo SAM´s las 

cuales presentaron un efecto sobre moléculas de adhesión celular (Fig. 3.), para ello cultivaron la 

línea celular MC3T3 en conjunto con estas SAM´s recubiertas con fibronectina humana (FNh); 

observando un efecto sobre el proceso de mineralización de la MEC de dicha línea celular en un 

proceso semejante al realizado por osteoblastos (Fig. 4). 

 

          

Fig. 3. Modulación de la afinidad de unión de integrinas y fuerza de adhesión en 
superficies modificadas. 

Línea celular MC3T3 – E1 sembrada en medio libre de suero por 1 hora complementado con 

FNh–SAM´s. (A) Efectividad de la afinidad de unión de las integrinas subunidad 𝛼5 𝑦 𝛼𝑉 a FN–

SAM’s. La subunidad 𝛼𝑉 no presentó unión a los grupos 𝐶𝐻3 y OH. (B) Efectividad de rechazo a 

la adhesión celular a FNh – SAM´s. La comparación por pares mostró diferencias significativas 

dependiendo del grupo funcional expuesto (∗  𝑣𝑠 𝐶𝐻3 ;   𝑣𝑠  𝐶𝑂𝑂𝐻;   𝑣𝑠 𝑁𝐻2; 𝑝 < 0.05) 

(Tomado de (24)). 

 

Por otro lado, el pirrol es uno de los monómeros más ampliamente utilizados en la 

preparación de cubiertas poliméricas electro - conductivas de utilidad biomédica. Dicho 
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monómero ofrece grandes ventajas tales como disponibilidad, estabilidad química y capacidad 

de polimerizar que permite una fácil preparación de diversos derivados de pirrol así como la 

modificación superficial con grupos funcionales específicos para llevar a cabo la inmovilización 

de biomoléculas, ya sea por (i) inclusión de biomoléculas en una biopelícula en el momento de 

síntesis mediante una mezcla de monómero - biomolécula, pero la desnaturalización de las 

biomoléculas es un gran inconveniente, (ii) unión electrostática de biomoléculas directamente 

con grupos específicos generados en la superficie del polímero, lo que constituye un método 

conveniente para inmovilizar proteínas; sin embargo, el mayor inconveniente de este método 

son las fuerzas de interacción y/o los cambios en la fuerza iónica, que son dependiente del pH de 

la solución circundante que pueden causar la liberación de la fracción proteica, por último, (iii) 

unión covalente de las biomoléculas a grupos reactivos (amino o carboxilo) (21, 27). 

 

 

Fig. 4. Modificación superficial para la modulación de procesos de mineralización 
de la matriz extracelular. 

Línea células MC3T3 - E1 cultivada en SAM´s recubiertas con FN equivalentes 40 ng/cm2. Se 
observó la variación de los depósitos mineralizados (puntos negros) a los 12. El bloqueo con el 
anticuerpo HFN7.1, específico para FN humana, demostró que la unión de integrinas a FN pre-
adsorbida es esencial para la diferenciación celular (Tomado de (24)). 
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En este sentido, Khan y cols. (21) reportaron la síntesis y caracterización del polímero N – 

succinil éster funcionalizado con Polipirrol (PPy - NSE, Fig. 5) con el cual recubrieron barras de 

acero (316L), seguido de una cobertura por adición covalente de albúmina de suero bovina (BSA), 

dicha proteína fue seleccionada debido a su abundancia en el organismo para evaluar la 

estabilidad de la BSA y la biocompatibilidad del material recubierto. Sus estudios sugieren que 

existe un límite máximo de absorción de BSA a una concentración próxima a 1000 µg/mL, en 

consecuencia, los resultados de las pruebas de hemolisis, formación de trombos y adhesión de 

plaquetas demostraron una mayor biocompatibilidad posterior a la cobertura con el material PPy 

– NSE - BSA, en comparación con aquellas que fueron cubiertas únicamente con PPy – NSE (Tabla 

3). 

 

Tabla 3. Pruebas de hemocompatibilidad de derivados de Polipirrol acero 
quirúrgico 

(Tomado de (21)). 

Muestra Densidad óptica % de hemolisis 

Control positivo 0.743 100.00 

Control negativo 0.037 0.00 

Barra de acero 0.073 5.03 

PPPy–NSE 0.064 3.86 

PPPy–NSE–AB 0.047 1.32 
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Fig. 5. Reacción de preparación de derivados de Polipirrol – albúmina (ALB) 
(Tomado de (21)). 

 

2.3. Síntesis de biomateriales vía energía de plasma. 

Las primeras investigaciones en el campo de polímeros fueron realizadas con la finalidad 

de obtener materiales sintéticos no reactivos o inertes, los cuales fueron obtenidos por 

polimerización de monómeros del tipo vinílico, con uno o más centros insaturados. Sus 

características están directamente relacionadas con las fuerzas interactuantes entre las cadenas 

lineales, ramificadas o entrecruzadas. Mientras que, la mayoría de los polímeros se sintetizan a 

través de reacciones clásicas, como adiciones vinílicas, esterificaciones, amidaciones, entre otras; 

los nuevos biomateriales requieren de estrategias y técnicas de síntesis innovadoras (17). 

Desde 1960 a la fecha (Tabla 4), la técnica de polimerización por plasma había sido 

explorada por la industria de la electrónica, y no fue sino hasta la década de los 80´s que dicha 

técnica fue implementada con fines biomédicos, teniendo en cuenta que una de sus ventajas es 

ALB 

Electro polimerización 
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la formación de películas con espesor controlado a diferentes condiciones de polimerización tales 

como potencia eléctrica de entrada, tiempos de polimerización y ciclos de trabajo sobre diversos 

sustratos, así como que el producto polimérico obtenido no requiere de purificaciones 

posteriores al no existir subproductos de síntesis. Para comprender un poco más respecto a la 

naturaleza de la polimerización por plasma, se debe entenderse que éstas se lleva a cabo dentro 

de un campo eléctrico que ioniza los gases de monómeros y de ser requerido cualquier otro 

agente dopante hasta un estado físico de plasmas, los monómeros ionizados incrementan la 

energía cinética de sus enlaces de tal manera que los monómeros pueden unirse entre ellos a 

través de la sustitución de átomos de hidrógeno; por ello, está técnica es considerada no 

contaminante debido a que no recurre al uso de sustancias químicas adicionales para llevar a 

cabo la polimerización, dado que todas las especies químicas involucradas en el proceso de 

síntesis derivan del propio monómero; por lo tanto, sustancias químicas contaminantes que 

pudiesen generar una respuesta inflamatoria son técnicamente eliminadas del sistema de 

polimerización (4, 27-30). 

 

Tabla 4. Breve historia de la modificación superficial mediante síntesis por plasma 
Adaptado de (28, 29). 

Década Suceso 

1930´s Desarrollo de fuentes de baja energía de ionización. 

1940´s  Desarrollo de sistemas de mayor aceleración para iones ligeros. 

1960´s Se llevan a cabo importantes esfuerzos para estudiar los efectos del ingreso de agentes 
dopantes en materiales semiconductores 

1970´s Fabricación y venta al por mayor de dispositivos micro electrónicos silicio - plasma; 
mayores esfuerzos de investigación para estudiar la modificación superficial de metales. 

1980´s Dopaje vía plasma como una técnica de uso en la industria de la microelectrónica; 
componentes biomédicos modificados por plasma se introducen al mercado. 

1990´s Se incrementa la investigación y aplicación del plasma a una gran variedad de dispositivos 
biomédicos: ortopédicos: rodilla, dientes, hueso, tornillos pediculares, instrumental 
quirúrgico, etc. 

2000´s Investigación y aplicación de la polimerización por plasma en la fabricación de 
componentes semiconductores dopados para el estudio en el tratamiento de la lesión de 
la médula espinal. 
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2.4. Caracterización de biomateriales. 

La caracterización de biomateriales puede realizarse mediante distintas metodologías 

para establecer su comportamiento fisicoquímico, para ello, las pruebas superficiales y de 

mecánica de fluidos o pruebas de flujo, especialmente aquellas relacionadas con sistemas 

complejos, son de gran interés en distintos ámbitos tanto científico como industrial. A 

continuación, se describe parte de dichas metodologías. 

 

2.4.1. Pruebas superficiales en biomateriales. 

Los biomateriales interaccionan con el organismo mediante su superficie y, en 

consecuencia, las propiedades de las capas exteriores de un biomaterial son de importancia 

crítica ante la respuesta biológica al implante como la del biomaterial al medio fisiológico. Uno 

de los objetivos en el desarrollo de biomateriales, es el diseño de superficies interfaciales 

específicas con la finalidad de modificar y controlar las respuestas biológicas tales como 

adhesión, migración, supervivencia y progresión del ciclo celular, expresión y fenotipos 

diferenciales; integración biológica del biomaterial luego de un determinado periodo de contacto 

(14, 18). 

Con la finalidad de caracterizar la superficie de los biomateriales, se han desarrollado 

diversos métodos analíticos (Figura 6.), desafortunadamente una sola técnica no es capaz de 

proporcionar toda la información requerida, por lo que la caracterización total de la superficie 

requiere de múltiples técnicas analíticas que permitan construir una imagen completa de la 

superficie y extraer conclusiones definitivas acerca de la naturaleza de ésta de una forma 

complementaria y coherente entre las técnicas (Apéndice A.1.) (14, 15, 18). 
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Fig. 6. Métodos utilizados para la caracterización superficial de biomateriales 

(Tomado de (18)). 

  Muestra. 

(Almacenamiento y preparación apropiados para 
minimizar contaminación y cambios no deseados). 

Examen microscópico. 
 
Estero microscopio. 
Microscopio óptico: 
Polarizado. 
Fluorescente. 
Contraste de fases. 
Confocal. 
Microscopio electrónico de barrido (SEM, ESEM). 

Microscopía con sonda de barrido. 
 
Microscopía de fuerza atómica (AFM). 
Microscopía de efecto túnel (STM). 
Microscopía electrónica de barrido (SEM). 

Otras microscopías. 

SEM de bajo voltaje. 
SEM ambiental (ESEM). 
Microscopía electrónica de transmisión (TEM). 
Microscopía electrónica – acústica de barrido. 

Caracterización básica de superficie. 

ATR – FTIR. 
Ángulo de contacto (AC). 
Espectroscopia electrónica para análisis químicos 
(ESCA) 

Métodos ESCA mejorados. 

Dependiente del ángulo. 
Etapa fría. 
Modificación química. 
Fuentes de rayos X de alta energía. 

Métodos avanzados de 
ángulo de contacto. 

Bajo agua. 
Wihelmy. 
Avance y retroceso. 
Ácido – Base. 

Métodos espectroscópicos y 
ópticos. 

Elipsometría. 
Elipsometría espectroscópica. 
Método de resonancia de plasmón. 
(SPR). 
Microscopía de ángulo de Brewster. 
Generación de segundo átomo 
(SHG). 
Espectroscopia infrarroja (IR). 
Espectroscopia fotoacústica (PAS). 

Caracterizaciones electrónicas superficiales. 

Potencial zeta. 
Espectroscopia foto electrónica ultravioleta. 

Métodos SIMS estáticos. 

SIMS de iones positivos y 
negativos. 
Isótopos. 
Etapa fría. 
Modificación química. 
SIMS tándem. 
Imágenes. 
TOF – SIMS. 

Métodos más complejos. 

Backscattering de Rutherford (RBS). 
Método de sincrotrón (XAS, NEXAFS, SEXAFS). 
Espectroscopia de pérdida de energía de 
electrones con alta resolución (HREELS). 
Microscopía Auger de barrido (SAM). 
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2.4.2. Reología. 

La reología (del griego reos = fluir y logos = estudio) es la ciencia que estudia la 

deformación y el flujo de los materiales sometidos a fuerzas externas, es decir, analiza la relación 

existente entre las variables esfuerzo (𝜎), deformación (𝛾), velocidad de deformación 

(𝛾̇ =  𝑑𝛾 𝑑𝑡⁄ ) y tiempo (𝑡) de los materiales que son capaces de fluir. Mediante ella se pueden 

estudiar las propiedades mecánicas del estado sólido, líquido y gaseoso, así como sus mezclas. 

Para ello, en la reología de fluidos se describen características del sistema de acuerdo a su 

comportamiento viscosidad y elasticidad; entendiendo por viscosidad la resistencia que ofrece 

un fluido a la deformación y por elasticidad la propiedad mecánica para sufrir deformaciones 

bajo la acción de fuerzas externas con la capacidad de recuperar la forma original si dichas fuerzas 

se eliminan (31-33). 

 

Tabla 5. Tipo de reológico de interés científico e industrial. 

Cizallamiento Parámetro Característica 

Simple Viscosidad aparente. 
Determina la relación entre esfuerzo 
cortante y velocidad de corte. 

Oscilatoria 
Viscosidad compleja 

Modulo viscoso. 
Modulo elástico. 

Determina la respuesta ante esfuerzos de 
corte oscilatorio.  

 

2.4.2.1. Pruebas de fluidos bajo cizalla simple. 

La deformación de un fluido en un punto dado puede describirse mediante un tensor de 

deformación (Ec. 1.), que representa los cambios relativos de un elemento cúbico pequeño al ser 

deformado respecto a dicha posición (34). 
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𝛾𝑖𝑗 = [

𝛾11 𝛾12 𝛾13

𝛾21 𝛾22 𝛾23

𝛾31 𝛾32 𝛾33

]………… Ec.1. 

Con ello se define la velocidad de deformación, como la variación de la deformación 

respecto al tiempo (Ec. 2.): 

𝛾̇𝑥𝑦 =  
𝑑𝛾𝑥𝑦

𝑑𝑡
 ……… Ec. 2. 

Del mismo modo, el esfuerzo aplicado sobre un cuerpo puede especificarse mediante un 

tensor de esfuerzo (Ec.3.), que representa las componentes de la fuerza que actúa sobre el cubo, 

respecto a la unidad de área sobre la que se aplica dicha fuerza. 

𝜎𝑥𝑦 = [

𝜎11 𝜎12 𝜎13

𝜎21 𝜎22 𝜎23

𝜎31 𝜎32 𝜎33

]………… Ec. 3. 

Si la deformación es uniforme, los tensores de esfuerzo y de deformación no varían con 

la posición. Éste es el caso de la cizalla simple, que consiste en desplazar dos caras paralelas 

deslizando una con respecto a la otra, de acuerdo con la Fig. 7. 

De esta forma, la cizalla simple permite definir de manera sencilla los tensores esfuerzo 

de cortante, de deformación y de gradiente de velocidad; este último, describe la variación de la 

velocidad de deformación respecto a la posición en la dirección perpendicular a las dos caras que 

se deslizan. 

Otro factor de consideración es la viscosidad (), la cual representa una medida de la 

resistencia del material a fluir. En condiciones de flujo estacionario el material puede ser descrito 

mediante la ley de Newton (Ec. 4.), según la cual, la viscosidad es una constante de 

proporcionalidad entre el esfuerzo y el gradiente, por lo que a este tipo de fluidos se les 

denomina fluidos newtonianos. 

𝜎 =  𝜂 𝛾̇ ……… Ec. 4. 
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La desviación más simple posible del comportamiento de un fluido newtoniano se 

produce cuando los datos de cizallamiento simple 𝜎 −  𝛾̇ no pasan a través del origen y / o no 

resulta en una relación lineal entre  y 𝛾̇ Por el contrario, la viscosidad aparente, definida como 

𝜎
𝛾̇⁄ , no es constante y es una función de  o 𝛾̇. De hecho, bajo las circunstancias apropiadas, la 

viscosidad aparente de ciertos materiales no es sólo una función de las condiciones de flujo 

(geometría, velocidad de cizallamiento, etc.). De esta forma, es conveniente agrupar dichos 

materiales en las siguientes tres categorías (Tabla 6) (35). 

 
Fig. 7. Parámetros determinados mediante ensayos por cizalla simple. 

 

Aquellos fluidos no newtonianos que presentan un comportamiento con independencia 

al tiempo se caracterizan por una viscosidad aparente que sufre un decaimiento gradual cuando 

incrementa 𝛾̇. En sistemas poliméricos (soluciones o fundentes), a bajas velocidades de corte, la 

viscosidad aparente se aproxima a una meseta newtoniana, donde la viscosidad es 

independiente a la velocidad de cizallamiento (viscosidad de cizallamiento cero, 𝜂0) (Ec. 5.) (34) 

lim
𝛾̇𝑥𝑦→0

𝜎𝑥𝑦

𝛾̇𝑥𝑦
=  𝜂0 ……… Ec. 5. 

En el caso de soluciones de poliméricas, estas exhiben también una meseta a muy altas 

velocidades de cizallamiento (viscosidad de cizallamiento infinita, 𝜂∞) (Ec. 6.) 

lim
𝛾̇𝑥𝑦→∞

𝜎𝑥𝑦

𝛾̇𝑥𝑦
=  𝜂∞ ……… Ec. 6. 

Esfuerzo cortante (Shear Stress):    = F/A

Deformación o cizalla (Strain):     = dx/yo

Velocidad de flujo (Shear Rate ):      = d/dt

Viscosidad:   = /



M. en C. Omar Felipe Fabela Sánchez   Universidad Autónoma Metropolitana 

 

Doctorado en Ciencias en Ingeniería Biomédica 

36 

En la mayoría de los casos, el valor de 𝜂∞ es sólo ligeramente mayor que la viscosidad 𝜂𝑠 

solvente. La Fig. 8 muestra este comportamiento en una solución polimérica que abarca toda la 

gama de valores que van de 𝜂0 a 𝜂∞. En raras ocasiones, el límite infinito de cizallamiento logra 

ser visto para polímeros fundidos y mezclas, espumas y emulsiones, o suspensiones. 

 

Tabla 6. Clasificación general de fluidos no newtonianos. 

Categoría Descripción 

I 

Sistemas para los que el valor de 𝛾̇ en un punto dentro del fluido se 

determina sólo por el valor actual de  en ese momento, o viceversa, estas 
sustancias son conocidos como puramente viscoso, inelástica, 
independiente del tiempo o fluidos newtonianos generalizadas (GNF). 

II 
Sistemas para el que la relación entre  y 𝛾̇ muestra además la dependencia 
de la duración de cizallamiento y la historia cinemática; estos son llamados 
fluidos dependientes del tiempo, y finalmente. 

III 

Sistemas que presentan una mezcla de comportamiento fluido viscoso y de 
sólidos elásticos. Esta clase de materiales muestran recuperación parcial 
elástica, retroceso, fluencia, etc. Por consiguiente, éstos se materiales se 
llaman viscoelástico o fluidos elástico-viscoso. 

 

 
 

Fig. 8. Comportamiento de la viscosidad de una solución polimérica bajo 
cizallamiento simple 

Tomado de (34). 
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2.4.2.2. Modelos matemáticos para fluidos bajo cizalla simple. 

Un modelado matemático proporciona una manera conveniente y concisa de descripción 

de los datos, permitiendo estimar la magnitud de parámetros tales como temperatura, efecto de 

la estructura / composición (por ejemplo, concentración de sólidos), etc. Los modelos reológicos 

pueden agruparse en tres categorías: (1) Empíricos, se deduce a partir de la exploración de los 

datos experimentales; (2) Teóricos, se deriva de los conceptos fundamentales y proporcionan 

directrices en la comprensión del papel de la estructura indica los factores que influyen en un 

parámetro reológico y (3) Estructurados, considera la estructura y a menudo los cambios cinética 

en ella, puede utilizarse, junto con los datos experimentales, para estimar los valores de 

parámetros que ayudan a caracterizar el comportamiento reológico de la muestra. Numerosos 

modelos se pueden encontrar en la literatura reología en la Tabla 7 se enumeran aquellos que 

han encontrado un amplio uso en el análisis del comportamiento de fluidos independientes del 

tiempo (34). 

 

Tabla 7. Modelos matemáticos de aplicación reológica 
Tomado de (34). 

Modelo Característica. 

𝝈 =  𝜼𝜸̇ Modelo Newtoniano. 

𝝈 =  [𝜼∞𝜸̇ + 𝑲𝒔𝜸̇𝜼𝒔] 
Modelo de Sisko para datos a altas velocidades de 
cizallamiento que presentan 𝜂∞. 

𝜼𝒂 =  𝜼∞ +
𝜼𝟎 − 𝜼∞

𝟏 + (𝝀𝜸̇)𝒎
 

Modelo de Cross para una amplia gama de 
velocidades de cizallamiento. 

𝜼𝒂 =  𝜼∞ +
𝜼𝟎 − 𝜼∞

[𝟏 + (𝝀𝒄𝜸̇)𝟐]𝑵
 

Modelo de Carreau - Yasuda para una amplia gama de 
velocidades de cizallamiento. 

𝝈 = 𝑲𝜸̇𝒃 
Ley de la potencia aplicado en zona lineal con 
pendiente diferente a cero. 
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2.4.2.3. Pruebas de fluidos bajo cizalla oscilatoria. 

La prueba de cizalla oscilatoria es utiliza ampliamente en la caracterización de materiales 

viscoelásticos, ya que las contribuciones relativas de la respuesta viscosa y elástica de la muestra 

pueden determinarse simultáneamente. Este método, consiste en someter una muestra a un 

esfuerzo o a una cizalla bajo una frecuencia sinusoidal (𝜔 = 2𝑣𝜋, donde 𝑣 se expresa en ciclos 

por s-1 o Hz y 𝜔 en radianes por s-1); una vez aplicada 𝜔 se obtiene una respuesta que puede de 

ser de tres tipos (Tabla 8), una representación esquemática puede observarse en la Fig. 9 (36, 

37). 

 

Tabla 8. Respuesta de una muestra en cizalla oscilatoria 
Tomado de (36). 

Respuesta Descripción 

Elástica: 

Se produce cuando el máximo de la amplitud de esfuerzo está en la 
misma posición que el máximo de la amplitud de la deformación (sin 
disipación de energía). En este caso, no hay desplazamiento de tiempo 
entre el esfuerzo y la deformación ondas sinusoidales. 

Viscosa: 

Ocurre cuando el máximo de esfuerzo está en el punto de máxima 
velocidad de cizallamiento (el punto de inflexión), es decir, donde hay 
máxima disipación de energía. En este caso, las ondas sinusoidales de 
deformación y esfuerzo se desplazan en 𝜔𝑡 = 𝜋/2, esto se conoce 
como ángulo de fase o desplazamiento δ, en este caso, corresponde a 
90 °). 

Viscoelástica: En este caso, el ángulo de fase δ es mayor que 0° pero menor de 90°. 

 

Para el caso de un sistema viscoelástico, las ondas sinusoidales de cizalla () y esfuerzo () 

pueden representarse como: 

𝛾 = 𝛾0𝑠𝑒𝑛(𝜔𝑡) y 𝜎 = 𝜎0𝑠𝑒𝑛(𝜔𝑡 + 𝛿)……… Ec. 7 y 8. 
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Fig. 9. Representación esquemática de respuesta a un esfuerzo y cizalla oscilatorio 
en sistemas elásticos, viscosos, y viscoelásticos 

Tomado de (37). 

En donde, al descomponer el esfuerzo (Ec. 8) en dos ondas a la misma frecuencia una en 

fase con la cizalla y otra a 90° de la fase con lo cual se obtiene la Ec. 9. 

𝜎 = 𝜎0
′ ∗ 𝑐𝑜𝑠(𝛿) ∗ 𝑠𝑒𝑛(𝜔𝑡) + 𝜎0

′′ ∗ 𝑠𝑒𝑛(𝛿) ∗ 𝑐𝑜𝑠(𝜔𝑡)……… Ec. 9. 

Esta descomposición sugiere la presencia de dos módulos dinámicos, uno establecido por 

similitud a la Ley de Hook para un sólido ideal (G’) y el otro de acuerdo con la Ley de Newton para 

un líquido viscoso ideal (G’’), de tal forma que, 

𝐺′ = 𝐺 ∗ 𝛾0 ∗ 𝑐𝑜𝑠(𝛿) ; módulo en fase, de almacenamiento o elástico. 

𝐺′′ =  𝜂 ∗ 𝛾0 ∗ 𝜔 ∗ 𝑠𝑒𝑛(𝛿) ; módulo fuera de fase, de pérdida o viscoso. 

de esta manera, la Ec. 9 toma la forma de (38): 

𝜎 =  𝐺′ ∗ 𝑠𝑒𝑛(𝜔𝑡) + 𝐺′′ ∗ 𝑐𝑜𝑠(𝜔𝑡)……… Ec. 10.1. 

𝐺∗ =  𝐺′ + 𝑖 𝐺′′……… Ec. 10.2. 

Donde G* corresponde al módulo complejo (
𝜎

𝛾0
) e 𝑖 =  √−1, (32, 38) 

Elástico  = 0°, en fase. 
Viscoso  = 90°, 

𝝅

𝟐
 fuera de fase. 

Viscoelástico 0 <  < 90°, parcialmente fuera de fase. 
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Fig. 10. Respuesta de un fluido real sometido a cizalla oscilatoria. 

 

En la Fig. 10 es posible observar el comportamiento de un fluido real sometido a 

cizallamiento oscilatorio, en este caso, pueden apreciarse las cinco zonas que se generan 

dependiendo del dominio de G’ o G’’ dada una frecuencia (32). 

a) Zona I o de flujo donde G’’ predomina, lo que indica un comportamiento 

viscoso, es decir, el fluido o material fluye. Todos los materiales, incluso los 

sólidos, exhiben esta zona, pero en algunos casos la frecuencia necesaria 

para ponerla de manifiesto es tan pequeña que la mayoría de los 

instrumentos de medida no pueden determinarla. En esta zona G’’ aumenta 

linealmente con la frecuencia mientras que G’ lo hace al cuadrado de la 

frecuencia. 

b) Zona II o de transición al flujo, recibe este nombre ya que, a partir de 

frecuencias elevadas, cuando aún G’ > G’’, se encuentra un punto de 

intersección entre los módulos que marca el comienzo del comportamiento 

viscoso, lo cual representa un primer tiempo característico del material 

c) Zona III o gomosa, indica la “meseta” presentada por G’, que puede 

considerarse esencialmente constante en ese rango de frecuencia. El 
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comportamiento elástico predomina y el material se comporta como un 

sólido (solid - like). En algunos casos cuando la pendiente según la cual 

disminuye G’’ es suficientemente pequeña, es posible considerar que esta 

zona se aproxima a un comportamiento viscoelástico lineal. 

d) Zona IV o de transición vítrea, G’’ aumentar rápidamente y se produce otro 

corte entre los módulos, lo cual representa un segundo tiempo característico 

del material. 

e) Zona V o vítrea corresponde a la región cristalina donde G’’ predomina. 

 

Este tipo de pruebas se han utilizado para la caracterización se diversas substancias tales 

como pinturas, productos de cuidado personal y algunos biomateriales de uso farmacológico 

como por ejemplo en SYNVISC ® (HYLAN G – F 20) (Fig. 11), entre otros. 

 

 

Fig. 11. Ficha técnica de solución de hialinos para el tratamiento de desgaste 
articular. 

(https://www.synvisc.es/wp-content/uploads/2013/04/FICHA_TECNICA_SYNVISC.pdf) 
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2.5. Médula espinal. 

La médula espinal (ME) se considera el tejido nervioso de mayor extensión en el cuerpo 

humano, ya que sus axones pueden alcanzar distancias desde 0.1 mm hasta 3 metros de largo. 

En su desarrollo completo la ME alcanza la longitud de 45 cm en los varones y 43 cm en la mujer 

dentro del hueso intervertebral llamado conducto raquídeo, que parte desde el agujero magno 

hasta la primera o segunda vértebra lumbar. Abajo de esta zona, empieza a reducir hasta formar 

una especie de cordón llamado filum terminale, con la característica de ser delgado, fibroso y 

contiene poca materia nerviosa. Por su constitución, tiene una cierta flexibilidad, permitiéndole 

estirarse cuando se flexiona la columna vertebral. La ME está compuesta por sustancia gris que 

se dispone internamente y de sustancia blanca constituida por haces de fibras mielínicas de 

recorrido fundamentalmente longitudinal (39, 40). 

Igual que el encéfalo, la médula está encerrada en una funda triple de membranas 

denominadas como meninges las cuales son: duramadre espinal o membrana meníngea espinal 

(paquimeninge), membrana aracnoides espinal y piamadre espinal (Fig. 12). Estas dos últimas 

constituyen la leptomeninge (39, 41). 

 

 
Fig. 12. Esquema anatómico de la médula espinal. 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Cuerpo_humano
http://es.wikipedia.org/wiki/Cuerpo_humano
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Como parte de sus funciones, la ME transmite información desde los nervios periféricos 

procedentes de distintas regiones corporales hasta el cerebro, el cual, actúa sobre la médula 

enviando impulsos hacia el resto del cuerpo, es decir que a través de la ME se transmiten 

impulsos a los músculos, vasos sanguíneos y glándulas por medio de los nervios que salen de ella; 

bien en respuesta a un estímulo recibido o en respuesta a señales procedentes de centros 

superiores del sistema nervioso central. Para ello, de cada lado de la médula surgen 31 pares de 

nervios espinales, cada uno de los cuales se dividen en: nervios cervicales (C1 a C8); nervios 

torácicos (T1 a T12); nervios lumbares (L1 a L5); nervios sacros (S1 a S5); nervios coccígeos, un 

par (A.2.) (42, 43). 

 

2.6. Lesión traumática de la médula espinal (LTME). 

2.6.1. LTME como problema Socio - Económico. 

La lesión traumática de la médula espinal (LTME) constituyen un importante problema de 

salud que afecta principalmente a la población económicamente activa (25 a 35 años), este tipo 

de lesión representa un impacto significativo en la calidad de vida a nivel económico, emocional, 

físico y sexual (44, 45) de aquellos individuos afectados, a tal nivel que en una encuesta realizada 

a pacientes tetrapléjicos, estos clasificaron como prioridad la recuperación funcional en brazos y 

manos, mientras que los parapléjicos calificaron la recuperación de la función sexual como la más 

importante, comparadas con la recuperación de la vejiga o la función intestinal, la erradicación 

de la disreflexia autonómica, la mejora de los movimientos a pie y la estabilidad del tronco, 

recuperando sensación normal y eliminación del dolor crónico (46). 

Se estima que al año en los Estados Unidos de Norte América se presentan 

aproximadamente 12,000 nuevos casos de LTME, de los cuales: 40.4 % son accidentes 

vehiculares, el 27.9 % caídas, 15.0 % por ataques violentos, 8.5 % otras fuentes de lesión y el 8.0 

% son lesiones deportivas. De la misma forma, se debe considerar que anualmente se agregan 

costos directos por LTME de 43.5 billones de pesos por accidentes de vehículo, 22.6 billones de 
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pesos por violencia, 16.0 billones de pesos por caídas, 8,675 millones de pesos por deportes y 

5,900 millones de pesos por otras causas, únicamente en los Estados Unidos de Norte América. 

(44, 47). En México no existen informes precisos de la prevalencia en el número de LTME dentro 

de la población, sin embargo, se estima que al año existe una incidencia de 18 casos de LTME por 

cada millón de habitantes en la Ciudad de México, estos datos son muy similares a los que se 

presentan en todo el mundo (47, 48). 

El desarrollo de tratamientos para las lesiones del sistema nervioso central (SNC), 

incluyendo LTME, representa un reto debido al complejo entorno en la zona de lesión. Es de 

considerar que la mayoría de las LTME normalmente se produce por la compresión de la ME 

debido a fragmentos óseos, material de los discos o desplazamiento de ligamentos, rara vez 

implica un corte transversal o seccionamiento completo (49, 50). Sin embargo, a pesar de los 

avances médicos en cuidados y atención especializada, la mortalidad en pacientes con LTME se 

reporta en un 6 a 17 %, debido principalmente a falla renal, pulmonía, septicemia y suicidio (44). 

 

2.6.2. Fisiopatología en LTME. 

En la actualidad no se cuenta con una estrategia terapéutica efectiva para restablecer la 

función neurológica normal, debido a que cuando se presenta una LTME, la cual es heterogénea 

en causa y resultado, ya que puede ser resultante de una contusión, compresión, penetración o 

maceración de la ME (Fig. 14) (51); en cualquier caso, el daño inicial se ubica en el epicentro de 

la lesión, lo cual induce un proceso isquémico e inflamación provocando la muerte neuronal 

primaria (52). 

En lesiones que afectan únicamente a la duramadre, la cicatriz formada está compuesta 

principalmente por astrocitos, pero en lesiones más graves que abren las meninges, la astroglía 

interacciona con elementos activos como fibroblastos, neutrófilos, microglía, macrófagos y 

células T. Dicha respuesta de los astrocitos al daño infligido se conoce como gliosis reactiva; la 

cual, presenta división celular glial limitando la penumbra inmediata que rodea el núcleo de la 
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lesión, estableciendo un entorno inhibitorio para la regeneración espontanea debido a que se 

contribuyen a la formación de una barrera mecánica denominada cicatriz glial (53, 54). 

Una vez formada la cicatriz glial, los nervios de la ME son susceptibles a lesiones 

secundarias, que se producen cuando los nervios y los vasos sanguíneos dañados liberan 

sustancias bioquímicas que inhiben a las células nerviosas del tejido sano adyacente a la lesión; 

algunos ejemplo de ellos son: la liberación de aminoácidos excitatorios como glutamato y 

aspartato que alcanzan niveles citotóxicos después de la lesión; destrucción de las células por la 

sobre activación de los receptores de glutamato. Otros agentes propuestos en la etapa 

secundarias incluyen los eicosanoides, especies reactivas de oxígeno (ROS), neuropéptidos, 

interleucinas, caspasas, monoaminas y el ion Ca2 + (55). 

Es por lo que las lesiones de la ME se describen en dos etapas (Fig. 13) conocidas como 

lesión primaria y lesión secundaria; esta última es de mayor significancia debido a que puede 

continuar por varias horas o meses post lesión primaria. Una vez que el tejido nervioso de la ME 

degenera, incrementa el grado de parálisis, causando una mayor pérdida del control motor y la 

percepción sensorial hasta un punto permanente (49, 50, 56, 57). 

 

Fig. 13. Progresión de LTME de 1 día hasta 14 semanas. 
Secciones horizontales a través de la ME de rata a nivel del canal central después de una lesión 
traumática de la médula espinal por contusión moderada con un sistema MASICS a 12.5 mm, se 
presentan una serie de casos que sobreviven a partir de 24 h hasta 14 semanas. En 1 y 3 días, las 
regiones hemorrágicas son visibles como áreas brillantes debido a la autofluorescencia de las 
células rojas de la sangre a la luz fluorescente. A los 8 días, la región lesionada contiene gran 
número de macrófagos y restos celulares. A los 21 días, la cavidad es claramente evidente. A las 14 
semanas, la lesión presenta regiones quísticas abiertas y áreas de crecimiento de tejido que 
contienen astrocitos, fibroblastos y macrófagos. La barra equivale a 1 mm (Tomado de (57)). 
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Micro lesión. 

• Barrera hematoencefálica es mínimamente 
interrumpida. 

• Los astrocitos mantienen la alineación normal, 
pero producen PGCS y PGKS a lo largo de la lesión. 

• Los axones no pueden regenerarse en la lesión. 

• Los macrófagos invaden el sitio de la lesión. 
 

Lesión por contusión. 

• Barrera hematoencefálica es mínimamente 
interrumpida. 

• Se produce una cavidad en el epicentro de la 
lesión. 

• La alineación de astrocitos se altera en el sitio 
de la lesión. 

• Los astrocitos producen PGCS y PGKS en un 
gradiente que aumenta de la penumbra hacia 
el centro de la lesión. 

• No hay invasión de fibroblastos en el centro 
de la lesión. 

• Los macrófagos invaden la lesión. 

• Axones distróficos se acercan a la lesión 
antes de cesa el crecimiento. 

 

 

Lesión por punción. 

• Ruptura de la barrera hematoencefálica. 

• Formación de una cavidad en el centro de la lesión. 

• La alineación de astrocitos se altera en el sitio de la lesión. 

• Los fibroblastos invaden la zona de lesión. 

• Los macrófagos invadir la lesión y liberan citocinas pro inflamatorias. 
• La presencia de neuronas degeneradas es alta hacia el centro de la 

lesión y expresan neuropilina 1. 

 

Fig. 14. Representación esquemática de tres lesiones típicas de la médula espinal 
(Tomado de (54)). 
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2.6.3. Clasificación de la parálisis debido a LTME. 

De acuerdo a la localización y extensión de LTME, se presenta cierto grado de parálisis 

(Fig. 15), la cual es posible clasificar en cuatro tipos (58): 

 

 

          (a)                    (b)                      (c)                     (d) 

 

Tipo Característica 

(a) Monoplejía  Parálisis de una sola extremidad. 

(b) Diplejía Parálisis de ambas extremidades superiores o inferiores. 

(c) 
Hemiplejía 

Parálisis de la extremidad superior, tronco y extremidad inferior de un 
solo lado del cuerpo. 

(d) Cuadriplejía  Parálisis de las dos extremidades superiores e inferiores 

Fig. 15. Representación esquemática de los diversos grados de parálisis 

(http://neuropediatra.org/enfermedades/paralisis-cerebral/). 

 

El efecto de LTME a diferentes niveles vertebrales, está gobernado en gran medida por 

factores anatómicos como se presenta en la Tabla 9. Aun cuando por regla general, se establece 

que existirá perdida de funciones del nivel vertebral lesionado hacia las secciones posteriores o 

caudales. 
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Tabla 9. Consecuencia del nivel en que se realice una lesión de médula espinal 
(http://www.msd.es/publicaciones/mmerck_hogar/seccion_06/seccion_06_069.html). 

 

Zona de lesión Nivel de la lesión Efecto 

Cervical 

C1 a C5 
Parálisis de los músculos requeridos en la respiración, de 
los músculos de los brazos y piernas; habitualmente es 
mortal. 

C5 a C6 
Piernas paralizadas, capacidad disminuida para flexionar 
los brazos. 

C6 a C7 
Parálisis de las piernas y parte de la muñeca y mano; los 
movimientos del hombro y de flexión de codo están 
relativamente preservados. 

C8 a T1 

Parálisis de las piernas y del tronco; parpados caídos, 
pérdida de sudoración en la frente (Síndrome de 
Horner), brazos relativamente normales y manos 
paralizadas.  

Torácica 

T2 a T4 
Parálisis de piernas y tronco; pérdida de sensibilidad por 
debajo de los pezones. 

T5 a T8 
Parálisis de piernas y tronco; pérdida de sensibilidad por 
debajo de la caja torácica. 

T9 a T11 
Piernas paralizadas; pérdida de sensibilidad por debajo 
del ombligo. 

T12 a L1 Parálisis y pérdida de sensibilidad por debajo de la ingle. 

Lumbar 

L2 a L5 
Diferentes patrones de debilidad y entumecimiento de 
las piernas. 

Sacro 

S1 a S2 
Diferentes patrones de debilidad y entumecimiento de 
piernas. 

S3 a S5 
Pérdida de control del intestino y de la vejiga urinaria, 
entumecimiento en el perineo. 
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2.6.4. Estrategias diseñadas para el tratamiento de LTME. 

La atención médica en conjunto con investigaciones dirigidas al tratamiento de casos con 

LTME, han implementado diversas estrategias en pro de una recuperación clínica del paciente 

afectado, en este sentido cabe mencionar que para el año 2002 más de 70 ensayos clínicos 

estaban en curso alrededor de todo el mundo; en la Tabla 10 se en listan algunas de estas 

estrategias (50, 56). 

 

Tabla 10. Estrategias diseñadas para el tratamiento de LTME. 
 

• Reducción del edema y la producción de radicales libres. 

• Rescate de tejido neural en riesgo de morir en los procesos secundarios. 

• Control de la inflamación. 

• Rescate de la población neuronal y de la glía en riesgo continuo de apoptosis. 

• Reparación de la desmielinización y el déficit de la conducción nerviosa. 

• Propiciar el crecimiento neurítico a través de mejorar el medio ambiente 

extracelular. 

• Terapias de remplazo celular. 

• Implantar sistemas que limiten disminuyan la separación del tejido en el sitio de 

lesión. 

• Esfuerzos de rehabilitación motora. 

• Restauración de la función perdida por estimulación eléctrica. 

• Alivio del síndrome de dolor crónico. 

 

Las estrategias enfocadas en implantes de sistemas capaces de retrasar o frenar la 

progresión de los procesos secundarios en LTME mediante la aplicación de agentes 

neuroprotectores y neuroregeneradores en combinación, tales como proteínas y biomateriales 

poliméricos presentan actualmente un gran interés en diversos grupos de investigación. 
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2.7. Albúmina de suero. 

La albúmina de suero (SA), es la proteína de mayor abundancia en el plasma, ésta es una 

macromolécula monomérica multidominio, que presenta diversas funciones importantes en el 

cuerpo, incluyendo el mantenimiento de la presión oncótica, contribuye como  reserva de 

aminoácidos para la síntesis de otras proteínas, funge como amortiguador de pH, previene la 

formación patológica de trombos, ayuda a mantener la permeabilidad microvascular normal, 

presenta capacidad de unión a una gran variedad de moléculas (Tabla. 11); es la principal 

acarreadora de ácidos grasos, afecta la farmacocinética de algunos medicamentos, disminuye 

algunos efectos tóxicos al organismo, presenta características pseudo enzimáticas, constituye la 

mayor parte de la capacidad antioxidante que ofrece el plasma; en la última década, se ha 

explorado su aplicación en el área biotecnológica al incluirla en el implante de biomateriales, 

adhesivos y selladores quirúrgicos, entre otras (7, 59-61). 

 

Tabla 11. Substancias endógenas y exógenas acarreadas por la albúmina 
Adaptado de (60, 61). 

Origen Substancia 

Endógenos. 
Bilirrubina, Calcio, Cobre, Cisteína, Vitaminas liposolubles, Ácidos grasos, 
Radicales libres, Glucocorticoides Tiroxina (T4), Triptófano. 

Exógenos. 

Antiinflamatorios. Fenilbutazona, Ácido salicílico, Ibuprofeno. 

Antimicrobianos. 
Cefalosporinas, Penicilinas, Sulfonamidas, 
Tetraciclinas. 

Cardiovasculares. 
Digitoxina, Furosemida, Hidralazina, 
Propanolol, Quinidina. 

Actividad en SNC. 
Amitriptilina, Clorapromazina, Diazepam, 
Fenobarbital, Tiopental. 
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2.7.1. Estructura de la proteína de albúmina de suero. 

La biosíntesis de la SA se lleva a cabo en los hepatocitos, la cual da inicio una vez que el 

gen SA (Fig. 16a) presente en una sola copia en el brazo largo del cromosoma 4 es procesado a 

un ARNm SA de 2,250 pb (Fig. 16b), el cual posteriormente dará origen a una preproalbúmina 

que es modificada en el lumen del retículo endoplasmático para general la pro albúmina. 

Entonces la furina escinde un oligopéptido de 6 - aminoácidos en el amino terminal (N–terminal) 

dentro de la red trans Golgi para obtener una proteína plasmática madura, constituida de una 

sola cadena de 580 a 585 residuos (dependiendo de la especie) con un peso molecular 

aproximado a 69,000 Daltones (Da) con un tiempo de vida en el organismo de 28 a 36 días (61, 

62). 

 

 

Fig. 16. Organización del gen y ARNm para SA. 
El gen SA se encuentra en el brazo largo del cromosoma 4, cerca del centrómero en la posición 
q11-22, se compone de 22,306 pares de bases (pb) subdividido en 15 exones y 14 intrones. Los 
exones e intrones están numerados de acuerdo con la secuencia de referencia GenBank 
NC_000004.11. La transcripción del gen SA como ARNm SA se compone de 2,250 pb; 
nuevamente las pb de los exones se presentan numeradas según la secuencia de referencia 
GenBank NM_000477.3 (Tomado de (60)). 

 

(a) gen SA, q11-22, 22.303 pb; NC_000004.11 

(b) ARNm SA, 2.250 pb; NM_000477.3 
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La estructura primaria de SA (Fig. 17a) presenta un único residuo de triptófano en la 

posición 214; los residuos de metionina, glicina e isoleucina son bajos, mientras que los de 

cisteína, leucina, glutamina y lisina, son abundantes. El gran número de residuos ionizables da a 

SA una alta carga, es decir, 215 iones por moléculas a pH 7.0; lo que facilita su solubilidad. 

Además, los residuos ácidos de los aminoácidos superan en número a los básicos en la SA, lo que 

resulta en una carga neta negativa por molécula de aproximadamente –15, a pH 7.0. También 

contiene 35 residuos de cisteína que forman 17 puentes bisulfuro, con el único residuo de cisteína 

libre en la posición 34 (62).  

La estructura secundaria de la SA es dominada por plegamientos tipo α – hélices (68 %), 

sin ningún elemento tipo  - plegado con un arreglo conformacional globular en forma de corazón 

que contiene tres dominios homólogos generalmente indicados como I (1 - 195), II (196 - 383) y 

III (384 - 585) que otorgan a SA unas dimensiones aproximadas de 8 x 8 x 3 nm. Los tres dominios 

son comparables en la secuencia de aminoácidos como se presentan en la estructura secundaria 

(Fig. 17b) (60). 

Cada dominio incluye diez hélices que son empaquetadas en dos subdominios llamados 

A y B, constituidos de seis (h1 - h6) y cuatro (h7 - h10) α - hélices, respectivamente, conectadas 

por un amplio bucle. El plegamiento de la cadena polipeptídica y la topología de los enlaces 

bisulfuro son similares entre los subdominios. El subdominio IIA está conectado a la región de 

interfaz entre el subdominio IA y IB por interacciones hidrófobas y enlaces de hidrógeno. Dicha 

característica conduce a la forma T de los dominios I y II que son casi perpendiculares entre sí. El 

domino III, sobresale del subdominio IIB para formar en conjunto la forma de Y para los dominios 

II y III, que interactúa con el subdominio IIB. Los dominios II y III se encuentran separados por un 

gran canal formado por los subdominios IB, IIA y IIIB. La región terminal de la secuencia en los 

dominios contribuye a la formación de inter - dominios, a su vez 9 largas hélices unen los 

dominios IB a IIA (173 a 205 residuos) y IIB a IIIA (336 a 398 residuos). A pesar de similitud 

estructural, cada dominio interactúa con el dominio vecino de diferente manera. Por ello, la 

orientación de los dominios I y II con respecto a los dominios II y III constituyen un entorno 

asimétrico en el que se encuentra una variedad de sitios de unión a ligandos (59). 
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Fig. 17. Organización modular de los dominios en la albúmina. 
El panel superior muestra la estructura secundaria de la albúmina, con tres dominios repetidos 
conservados. El panel inferior muestra la estructura tridimensional de la albúmina con sus 
subdominios presentados en diferente color (Tomado de (59)) 

 

En general, la SA ostenta múltiples aplicaciones biológicas, tal como lo refleja su 

distribución de acuerdo con la clasificación taxonómica de vertebrados. Aunque no es común 

inferir las relaciones filogenéticas por análisis secuencial de una sola proteína, el árbol 

cladograma (Fig. 18) muestra la evolución molecular de SA permitiendo agruparla en unidades 

taxonómicas operacionales en clases y ordenes; con ello se ha podido establecer que el dominio 

III en la albúmina de suero humana (HSA) preserva un 40 % de identidad con el dominio III de la 

albúmina de suero de rata (RSA), un 28 % de identidad con el dominio III de la albúmina de suero 

de salmón (SAS) (62, 63). Otros estudios establecen una homología entre BSA, RSA y albúmina de 

suero equina (ESA) del 75.6 %, 74.2 % y 76.1 % en relación a HSA (64, 65). 

(a) 

(b) 
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Fig. 18. Árbol Cladograma de las secuencias de 50 albúmina de sueros. 
    Fragmentos de albúmina de suero menores a 200 residuos de longitud fueron eliminadas. En 
este estudio se utilizaron SA de bovino y rata (en cuadro rojo punteado) (Tomado de (59)). 
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2.7.2. Albúmina de suero como transportador. 

La estructura terciaria de SA le permite unirse y transportar moléculas muy diversas, 

incluyendo metabolitos como colesterol, ácidos grasos, cationes y aniones, aminoácidos y gases 

como el óxido nítrico (NO); en este último caso, la SA funciona como un reservorio de corta 

duración para NO libre, el cual se une al tiol de la cisteína 34 que es liberado tras la exposición a 

un pH bajo. En caso de hipoxia tisular, SA sufre transiciones estructurales y libera NO, 

manteniendo así el tono vascular (59, 60). 

 

2.7.3. Actividad antioxidante y neuroprotectora de la albúmina de suero. 

La SA naturalmente despliega actividad antioxidante en el plasma, ya que es la principal 

fuente extracelular de grupos sulfhidrilo reducida, que actúan como eliminadores de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS), también puede limitar la producción de estas 

especies reactivas por la unión a metales como Mg (II), Al (III), Ca (II), Mn (II), Co (II/III), Ni (II), Cu 

(I/II), Zn (II), Cd (II), Pt (II), Au (I/II), Hg (II) y Tb (III) que son capaces de acelerar la producción de 

radicales libres, estructuralmente la Cys34 y la sección amino terminal de SA son de importancia 

en los procesos de captura de dichos metales. Algunos estudios han documentado que el estado 

redox de SA cambia potencialmente durante la oxidación de diferentes agentes oxidantes 

convirtiéndose así en un biomarcador de procesos oxidativos, ya que posteriormente a su 

oxidación, la SA es más susceptible a la digestión con tripsina y en consecuencia es degrada con 

mayor rapidez en comparación con la contraparte no oxidada (7, 59, 66). 

Se ha identificado que el péptido DAHK presente en sitio amino terminal es el responsable 

del efecto antioxidante de la SA, bajo acción quelante debido a su interacción directa con los 

metales antes mencionados; ejemplo de ello son los trabajos realizados por Hureau y cols. (66) que 

mediante estudios de rayos X demostraron las propiedades redox de DAHK (Fig. 19 ); Gum y cols. 

(10), observaron una menor cantidad de células muertas por efecto de adición de DAHK y peróxido 

de hidrógeno (H2O2) al medio de cultivo de tejido nervioso en comparación con los mismos cultivos 
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a los que únicamente se añadió H2O2, con ello fue comprobado el efecto antioxidante del mismo 

péptido ante un agentes oxidantes como el H2O2 (Fig. 20). 

 

  

Fig. 19. Representación esquemática del péptido DAHK y su sitio de acción 
quelante. 

Representación esquemática de la señal de RMN los átomos de carbono (C) e hidrógeno (H) 
por del péptido DAHK a pH 7,4. El código de colares corresponde a: morado = muy alta, verde 
= alta, amarillo = moderada, rosa = ligeramente. (b) Representación de la estructura del 
complejo [𝐶𝑢𝐼𝐼(𝐷𝐴𝐻𝐾)] obtenida mediate estudios de rayos X. El ion cobre se presenta penta 
- coordinado con los cuatro nitrógenos en posición ecuatorial [N (1) a N (4) con una molécula 
de agua en posición apical O (8)] (Tomado de (66)). 

 

 

Fig. 20. Microfotografía que muestra el efecto antioxidante de HSA ante H2O2. 
Se presenta el cultivo de tejido nervioso con un tratamiento simultáneo con 100 𝜇𝑚𝑜𝑙 𝐿⁄  de 
H2O2 adicionando albúmina humana (HSA) por una hora. Veinte horas posteriores al 
tratamiento, se tomaron las microfotografías combinando microscopía de contraste y de 
fluorescencia. Las células nerviosas muertas se identifican por la fluorescencia del yoduro de 
propidio (Tomado de (10)). 

(

a) 

(

b) 
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Asimismo, se ha reportado que SA está implicada en muchas enfermedades neurológicas 

debido a su capacidad para regular las propiedades hemodinámicas de la circulación cerebral y 

al mismo tiempo, actuar directamente como neuroprotector sobre las células en tejido nervioso. 

En daño cerebrovascular isquémico experimental, se ha observado que la administración 

exógena de SA funciona como un neuroprotector a través de la reducción de la inflamación 

cerebral, la prevención de trombosis post - isquémica, el efecto antioxidante, hemodilución y el 

aumento de la perfusión del tejido isquémico. Estos efectos neuroprotectores de SA se atribuye 

en parte a sus propiedades antioxidantes y modulación de la señalización intracelular tanto de 

las células neuronales como gliales (67). Por su parte Díaz - Ruíz y cols. (11), probaron que el uso 

de DAHK en procesos isquémicos cerebrales, reduce notablemente el daño por este tipo de lesión 

en comparación con los grupos control con ello se reafirma que este péptido presente en el 

amino terminal presenta propiedades neuroprotectoras en tejido del SNC. 

Wang y cols. (68), sugieren que el entorno extracelular del SNC, que consiste en una baja 

concentración de proteínas en el LCR (Tabla 12) y en los fluidos intersticiales, así como una 

presión intersticial positivo, puede disminuir la vulnerabilidad del SNC, en particular de la ME, a 

procesos de isquemia. En dicho estudio, comprobaron que, al disminuir el volumen de LCR 

intratecal para generar isquemia y al reemplazarlo con LCR combinado con SA a una baja presión 

intratecal durante el proceso de perfusión de ME a nivel lumbar, se obtuvo un efecto de 

neuroprotección ante un proceso isquémico en ME (Fig. 21), sugiriendo que bajo dichos 

tratamientos de LCR + SA se puede mantenerse una microcirculación normal evitando el 

fenómeno isquémico de “no reflujo”. 

Por otro lado, Eady y cols. (69), demostraron el efecto neuroprotector del complejo ácido 

docosahexanoico – albúmina (DHA –  SA) en dosis moderada ante una isquemia cerebral. Es 

importante destacar que el complejo DHA – SA, ofreció una ventana terapéutica de 5 a 7 horas 

posteriores al daño cerebrovascular. Este tiempo es clínicamente relevante, ya que es difícil de 

establecer un tratamiento en pacientes con accidente cerebrovascular agudo en las primeras 

horas. Este carácter neuroprotector lo atribuyen en una parte a que la SA per se ha funcionado 

como neuroprotector en modelos de isquemia cerebral focalizada, isquemia global, daños 
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hemorrágicos y traumatismo cerebral; por el otro lado, también se atribuye este efecto a la 

propiedad de SA como transportador de ácidos grasos libres que pueden ser liberados 

directamente a las células nerviosas como es el caso del DHA el cual es necesario en el desarrollo 

y buen funcionamiento del sistema nervioso. En trabajos del mismo grupo se observó que el 

tratamiento de daño isquémico en ratas con DHA proporcionó la recuperación neuroconductual, 

así como la disminución del infarto y edema cerebral (Fig. 22). 

 

Tabla 12. Componentes proteicos en la fracción intratecal del fluido cerebroespinal 
en condiciones normales 

(Tomado de (70)). 
 

Proteína Peso molecular (kDa) Concentración en LCR Relación LCR/suero Fracción intratecal (%) 

-Proteínas 25 16.6  𝑚𝑔 𝐿⁄  34:1 >99 

Cistatina C 13.3 3.1  𝑚𝑔 𝐿⁄  5:1 >99 

Proteína Tau 55 – 74 0.20 𝜇𝑔 𝐿⁄  10:1 >99 

s - 100 21 1.5  𝜇𝑔 𝐿⁄  18:1 >99 

Transtiretina 55 17  𝑚𝑔 𝐿⁄  1:18 ≈ 90 

s – ICAM 90 1.5  𝜇𝑔 𝐿⁄  1:190 ≈30 

Albúmina 67 – 69 245 𝒎𝒈 𝑳⁄  1:205 0 

IgG 150 25  𝑚𝑔 𝐿⁄  1:440 0 

IgA 170 1.0  𝑚𝑔 𝐿⁄  1:800 0 

IgM 900 0.2  𝑚𝑔 𝐿⁄  1:3400 0 

ACEM 150 - 1:100 ≈65 
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Fig. 21. Microcirculación después de 1 h de isquemia y reperfusión con FTCI - BSA. 
(A). Sección de médula espinal de conejo al que se le removió el LCR manifiesta una débil señal 
fluorescente, con ausencia de relleno capilar tanto en la substancia gris como en la substancia 
blanca, lo que indica un fenómeno de “no reflujo”. (B) Sección de médula espinal con LCR 
agotado que presenta una intensa señal de fluoresceína, que es mayor en la materia gris y la 
materia blanca, lo que indica una buena perfusión sanguínea. (C) Sección de médula espinal 
con reemplazo de LCR en el que la materia gris presenta una débil señal fluorescente similar a 
la de la materia blanca, lo que indica un marcado déficit en la perfusión arterial; es decir, el 
fenómeno de “bajo reflujo”. (D) Sección de médula espinal con reemplazo de LCR más 
albúmina, y (E) Sección de médula espinal con reemplazo de LCR más gelatina; se observa el 
llenado capilar tanto de la materia gris como en la materia blanca (Tomado de (68)). 
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Fig. 22. Histopatologia de una lesión isquémica cerebral tratada con DHA - SA. 
Imágenes de cerebro de ratas embebidas en parafina con tinción de Nissl tratadas con solución 
salina, DHA (5 mg/kg), SA (630 mg/kg) o DHA – SA (5 mg/kg + 320; 630 o 1,250 mg/kg). Las ratas 
con tratamiento con solución salina o SA mostraron una gran región de infarto cortical y 
subcortical. Las ratas tratadas con DHA presentaron una menor extensión de daño. Por el 
contrario, las ratas tratadas con el complejo DHA - SA exhiben un infarto muy pequeño, sobre 
todo en la zona subcortical (Tomado de (69)). 

 

Adicionalmente, Caín y cols. (55) reportaron el tratamiento de LTME en ratas a las cuales 

inyectaron vía intravenosa 1g/kg de una solución de HSA al 30%, dando seguimiento a la 

recuperación motora mediante la escala de Basso - Beattie – Bresnahan (BBB; A.3.); encontrando 

que las ratas tratadas con HSA presentaron una recuperación motriz de 16 puntos en contraste 

con el grupo control que obtuvo 13 puntos en la escala BBB (Fig. 23), con lo cual Caín y cols. (55), 

demostraron que el suministro de HSA vía intra venosa ejerce el mismo efecto neuroprotector 

en las primeras horas post - LTME. 

Solución salina.    DHA     SA 

Tratamientos con DHA – SA 
320 mg / kg   630 mg / kg    1,250 mg / kg 
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Fig. 23. Evaluación de la función motora mediante escala BBB en ratas con LTME. 
Se compara la recuperación motora de ratas control y ratas con inyección intravenosa de una 
solución al 30 % de 1 g / kg de HSA. El análisis estadístico determino valores significativos 
(P<0.05) en el grupo con HSA en los días 7, 14 y 28. Se muestran el media ± error estándar 
(Tomado de (55)). 

 

2.8. Biomateriales y tratamiento de lesiones en médula espinal. 

La incidencia de LTME y procesos degenerativos tanto primarios como secundarios 

demandan el diseño de terapias que incrementen la supervivencia celular, sobre todo durante 

los procesos secundarios que pueden variar de horas a días. Una estrategia ante los procesos 

involucrados es el tratamiento con moléculas o substancias con características neuroprotectoras 

y neuroregenerativas en el sitio de lesión; sin embargo, la mayoría de ellas no pueden cruzar la 

barrera hematoencefálica por lo que el suministro sistémico resulta poco eficiente. 

Actualmente, una estrategia de suministro es mediante un bolo vía intratecal que resulta 

en una rápida eliminación o lavado de ROS y NOS debido al flujo del LCR en el espacio intratecal; 

por otro lado, el uso de catéter externo se asocia a cicatrices e infecciones, a pesar de ser una 

forma de entrega continua para el suministro de fármacos por bombeo tales como analgésicos y 

antiespásticos en dolencias crónicas (50, 71, 72). 

En la última década, se han desarrollado formulaciones compuestas de soluciones 

concentradas de polímeros biodegradables capaces de estructurarse en el sitio de LTME una vez 

Es
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microinyectados (Fig. 24) y al mismo tiempo capaces de funcionar como un soporte o andamio 

celular, dichas formulaciones representan una alternativa para resolver los problemas de 

eliminación o lavado por el flujo del LCR ya que la viscosidad del material inyectado suele ser 

mayor y por ende, difícil de arrastrar (71-73).  

 

Fig. 24. Sistema de liberación intratecal de biomoléculas activas. 
La solución de polímero biodegradable es inyectada intratecalmente en el sitio de lesión. 

(Tomado de (50)) 

 

Uno de los biomateriales cuyo interés ha crecido es el Polipirrol (PPy), el cual es un 

polímero que ha sido elegido como un material para la regeneración del tejido nervioso debido 

a sus inherentes propiedades eléctricas, facilidad de preparación, características superficiales, 

entre otras propiedades (1). 

Los biopolímeros de PPy han mostrado ser biocompatibles, por ejemplo en estudios in 

vitro realizado con células endoteliales, osteoblastos, tejido nervioso, líneas celulares PC - 12 y 

Neuro 2a; mientras que los implantes de PPy en músculo de rata, tejidos hipodérmico y en 

cerebro de cobaya, representan algunas pruebas in vivo por un período de entre 2 a 4 semanas, 

han mostrado la inocuidad del PPy (74), aunque, su comportamiento in vivo no ha sido entendido 

por completo. 

Solución de polímero 
biodegradable en 
sitio de lesión. 

Médula espinal 

Dura madre y 
aracnoides 

Espacio 
intratecal lleno 
de líquido 
cefalorraquídeo 

Flujo de LCR 
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Por su parte, tanto Cruz y cols.(75) como Olayo y cols. (76) realizaron pruebas in vivo con 

biopolímeros de Polipirrol sintetizados por energía de plasma en combinación con Polietilenglicol 

(PPPy – PEG) o Yodo (PPPy / I) (Fig. 25), en el primer caso, se buscó combinar las aminas con los 

grupos oxigenados de los glicoles para con ello incrementar la biocompatibilidad de PPPy - PEG. 

Por otro lado, el dopaje con Yodo al realizar la síntesis mediante energía de plasma se cree que 

éste debiera encontrarse uniformemente distribuido a lo largo del material en una proporción 

de un átomo de Yodo por cada siete u ocho anillos de Pirrol, con lo es posible genera un 

biomaterial, que, al estar en contacto con soluciones ricas en electrolitos, es capaz de 

incrementar en varios ordenes de magnitud su conductividad eléctrica gracias al dopaje con 

Yodo. Dichos polímeros fueron probados en animales de laboratorio a los cuales se implantó una 

pastilla del biomaterial posterior a haberles realizado una lesión por sección completa en la 

médula espinal (LSCME). En estos estudios, se encontró que el material PPPy per se no genera 

una respuesta inmune en el huésped; al evaluar la recuperación motriz de acuerdo con la escala 

BBB, los animales con el implante de Polipirrol dopado con Yodo (PPPy/I) mostraron una mejoría 

considerable de alrededor de 5 puntos BBB, en comparación con los grupos control, que 

obtuvieron como máximo 3 puntos BBB. En un análisis histológico de implantes de PPPy/I y PPPy 

– PEG (Fig. 26) en LSCME (76) pudo observarse que, en el grupo control, se generan grandes 

cavidades (quistes) en el tejido los cuales limitan los procesos de regeneración y reconexión 

celular en el tejido nervioso, persistiendo así la parálisis. En contraste con el tratamiento PPPy/I 

y PPy – PEG se observó una menor zona quística alrededor del implante. 

 
Fig. 25. Micrografía de microscopía electrónica de barrido de polímeros de 

Polipirrol. 
Se muestra la morfología de películas de Polipirrol (PPPy), Polipirrol – polietilenglicol (PPPy – 
PEG) y Polipirrol dopado con Yodo (PPPy/I). Puede notarse la diferencia en las características 
superficiales de cada uno (Tomado de (28)). 

PPPy PPPy - PEG PPPy / I 
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Fig. 26. Fotografías y cortes histológicos con o sin implante en LSCME. 

Paneles izquierda: (A) Zona del corte transversal en animales control. Animal implantado con 
(C) Polipirrol dopado con Yodo o (E) Polipirrol copolimerizado con polietilenglicol. Paneles 
derecha: Cortes histológico con tinción de Luxol Fast Blue correspondientes al área de LSCME 
en animales control (B), animales implantados con (D) Polipirrol dopado con Yodo o (F) 
Polipirrol copolimerizado con polietilenglicol. Las flechas indican las zonas de quistes (Tomado 
de (76)). 

 

Álvarez – Mejía y cols. (6), suministraron PPPy/I en un modelo de lesión traumática por 

contusión moderada de la médula espinal (LTME) probó mesopartículas (MPs) de PPPy/I 

sintetizadas vía energía de plasma combinada con rehabilitación en banda rotatoria (RBR). En 

este estudio se reportó que el implante de MPs presenta buena integración con el tejido huésped 

sin presentar un aparente rechazo inmunitario al ser implantados habiendo sido implantada por 

microinyección 48 horas después de realizar la LTME en ratas cepa Long - Evans. Aun cuando no 

se observó recuperación en el tejido nervioso, se observó que el implementar una terapia física 

ayudo a recuperar parte de la función motora perdida.  
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Fig. 27. Cortes histológicos de médula espinal a 2 meses de LTME con tratamiento 

de mesopartículas de PPPy/I y rehabilitación física. 
Secciones longitudinales de médula espinal de ratas que muestran el epicentro de la zona 
lesionada, el tejido conservado y las cavidades quísticas formados 2 meses después de una 
LTME. (A) Vehículo: solución salina; (B) Vehículo - RBR: solución fisiológica con rehabilitación 
en banda rotatoria; (C) los MPs: implante de mesopartículas; (D) MPs - RBR: implante de 
mesopartículas más rehabilitación en banda rotatoria. Ampliación 29. Tinción de hematoxilina 
/ eosina. Implante de mesopartículas de PPy/I (MPs), (GS) Cicatriz glial; (C) Quiste (Tomado de 
(6)). 

 

Sin embargo, tal y como lo muestran los estudios histológicos de Álvarez – Mejía y cols. 

(6), el proceso de microinyección presenta la gran desventaja de que el material se dispersa a lo 

largo del tejido tanto dañado como sano, lo cual puede significar una menor eficiencia en la 

activación de los procesos de plasticidad neuronal. Es por ello, que, al estudiar las características 

fisicoquímicas de este tipo de biomaterial derivado de pirrol, sería posible diseñar un vehículo 

que permita inmovilizar las MPs permitiendo optimizar las propiedades benéficas de 

neuroprotección y neuroregeneración estimuladas por el PPPy/I en LTME. 
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3. JUSTIFICACIÓN. 
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La lesión traumática de la médula espinal (LTME) conduce a la pérdida de la función 

motora a partir del sitio de lesión hacia miembros y órganos inferiores, lo cual impone una 

enorme carga socioeconómica tanto a los pacientes y sus familiares como para los sistemas de 

salud pública debido a que, hasta el momento, no existe un tratamiento o terapia eficiente para 

este tipo de padecimiento. Es por ello, que la búsqueda de alternativas que permitan detener los 

procesos post lesión de la médula espinal y con ello mejorar significativamente la calidad de vida 

de los individuos afectados, es hoy día una necesidad. 

Estudios recientes han explorado los beneficios de la proteína de albúmina de suero como 

un agente terapéutico en modelos experimentales de daño en sistema nervioso central, 

atribuyendo su eficiencia debido a su capacidad neuroprotectora ante agentes de estrés 

oxidativo presentes en el sitio de lesión y, con ello, la obtención un cierto grado de recuperación 

funcional y preservación del tejido nervioso circundante al sitio dañado. 

Por otra parte, se ha reportado que la microinyección de MPs de biomateriales 

poliméricos semiconductores sintetizados por plasma como el Polipirrol dopado con Yodo 

(PPPy/I), también han presentado actividad neuroprotectora y capacidad de estimular procesos 

plásticos en el tejido nervioso, esto último reflejándose en una recuperación funcional de los 

animales experimentales tratados, sin embargo, la desventaja de esta vía de suministro es la 

dispersión de las MPs a lo largo del tejido sano disminuyendo los beneficios de PPPy/I en el sitio 

mismo de la lesión.  

El estudiar las propiedades fisicoquímicas superficiales de PPPy/I y el cómo estas se ven 

modificadas al usar la proteína albúmina como vehículo de suministro por microinyección en 

LTME y sus efectos en la recuperación funcional motora es la motivación para la realización del 

presente trabajo. 
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4. HIPÓTESIS. 
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El tratamiento combinado de partículas de polímeros de Polipirrol dopado con 

Yodo sintetizados vía energía de plasma suspendidas en una solución de albúmina de 

suero, tendrá un efecto positivo en la recuperación motora en un modelo de lesión 

traumática de la médula espinal por contusión moderada en ratas de la cepa Long - 

Evans. 
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5. OBJETIVOS. 
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5.1. Objetivo general. 

 

Evaluar el efecto del tratamiento combinado de partículas de polímeros de Polipirrol 

dopado con Yodo sintetizados vía energía de plasma suspendidas en solución de albúmina de 

suero, en la recuperación funcional motora en un modelo de lesión traumática de la médula 

espinal por contusión moderada en ratas de la cepa Long - Evans 

 

5.1.1. Objetivos particulares. 

 

❖ Obtener dos polímeros de Polipirrol dopado con Yodo vía plasma con la variante de 

presencia o ausencia de agua en el proceso de síntesis. 

❖ Realizar pruebas de caracterización morfológica y superficial a los polímeros 

sintetizados. 

❖ Caracterizar el comportamiento superficial en películas de PPPy/I frente a diversas 

concentraciones de albúmina de suero bovina. 

❖ Obtener el comportamiento reológico de polvos de PPPy/I suspendidos en soluciones 

de albúmina. 

❖ Determinar qué combinación PPPy/I + albúmina presenta características adecuadas 

para el proceso de microinyección para el tratamiento de LTME. 

❖ Evaluar la recuperación funcional en ratas Long - Evans con LTME moderada 

mediante los criterios de la escala Basso-Beattie–Bresnahan posterior a la 

microinyección de PPPy/I y/o albúmina en el sitio de lesión. 
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6.  METODOLOGÍA. 
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6.1. Reactivos. 

El monómero de Pirrol (Cat. 109-97-7), Yodo (Cat. 7553-56-2) y Acetona (Cat. 67-64-1) 

grado reactivo analítico, fueron adquiridos a Sigma – Aldrich Co. siendo usados directamente. La 

albúmina de suero bovino (BSA) y la albúmina de suero de rata (RSA), fueron adquiridas a 

Equitech – Bio, USA (Cat. BAH68 y RTSA). Asimismo, se empleó una solución amortiguadora de 

fosfato (PBS) de Corning Cellgro, USA (Cat. 46–013–CM). 

El procesamiento histológico requirió parafina Paraplast X-Tra (Cat. P3808), Xileno (Cat. 

1330-20-7), Etanol absoluto (Cat. 64-17-5), Galocianina (Cat. 1562-85-2), Floxina B (Cat. 18472-

87-2), Sulfato de cromo (III) y potasio dodecahidratado (Cat. 7788-99-0), Ácido Fosfotungstico 

(Cat. 12501-23-4), Ácido acético (Cat. 64-19-7), Tetróxido de Osmio (Cat. 20816-12-0), Xilano 

(Cat. ), Ácido Clorhídrico fumante (Cat. 7647-01-0) marca Sigma – Aldrich Co. Medio de montaje 

Entellan ® (Cat. 107961) marca Merck. 

 

6.2. Síntesis de polímeros de Polipirrol dopado con Yodo vía energía de 

plasma. 

Se realizó la síntesis por energía de plasma de dos biomateriales de Polipirrol dopado con 

Yodo, obteniendo películas delgadas en un sustrato de vidrio. La síntesis se realizó en un reactor 

tubular de vidrio de 9 cm de diámetro por 20 cm de longitud con una distancia entre electrodos 

de 8 cm (Fig. 28). Se aplicó una radiofrecuencia de superconducción de 13.5 MHz a 25 Watts de 

potencia. El sistema se mantuvo a una presión promedio de 1.5 x 10-2 Torr. En ambos casos, la 

síntesis requirió un tiempo de reacción de 240 min. Para PPPy/I.1 (P1) únicamente fue 

suministrando Pirrol y Yodo en intervalos de 6 y 4 minutos respectivamente (30, 75, 77). En el 

caso de PPPy/I.2 (P2), la síntesis varió al incorporar agua en el proceso de acuerdo con los 

intervalos de 6 minutos de Pirrol, 4 minutos de Yodo y 1 min de agua. 
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Una vez sintetizados los polímeros, las películas fueron recuperadas del sustrato con 

Acetona, almacenadas al vacío hasta su uso ya fuese como película delgada o en polvo, según fue 

requerido para su análisis. 

 

(a)  

(b)  
Fig. 28. Proceso de síntesis de PPPy/I. 

(a) Esquema representativo del sistema de reacción por energía de plasma para la síntesis de 

PPPy/I. (b) Imagen del reactor en funcionamiento. 

 

6.3. Pruebas de caracterización fisicoquímicos. 

6.3.1. Caracterización superficial de P1 y P2. 

Películas delgadas de ambos polímeros fueron analizadas mediante un barrido de 

longitud de onda en el espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FT – IR) utilizando un 
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espectrofotómetro Perkin-Elmer FT 1600 con accesorio ATR, mientras que el resto de la película 

polimérica fue molida hasta obtener un polvo fino, al cual, se realizaron estudios de microscopia 

electrónica de barrido (SEM) y de transmisión (TEM) utilizando los equipos Jeol JSM-5900LV (20 

kV) y Jeol HRTEM-2100F (200 kV) respectivamente, asimismo, se realizó el correspondiente 

análisis elemental por espectroscopia de fotoelectrones emitidos por Rayos – X (XPS) en un 

espectrómetro Thermo K-Alpha con monocromador de Rayos-X con fuente de Al Kα (1486.6 eV). 

 

6.3.2. Adsorción superficial de albúmina. 

Portaobjetos cubiertos con P1 o P2 fueron inmersos en soluciones de concentraciones 

crecientes en el rango de 0 a 30 mg/mL de BSA disuelta en PBS a pH fisiológico. El tiempo de 

inmersión fue de 5 min a una temperatura de 25 ± 1 °C. Una vez concluido el tiempo de 

exposición, el exceso de BSA fue removido mediante lavados con PBS. 

Los portaobjetos fueron almacenados al vacío en desecación por 24 horas. Una vez 

transcurrido el tiempo de secado, se realizó el análisis de modificación superficial mediante la 

determinación del ángulo de contacto por el método estático, las fotografías fueron adquiridas 

con una cámara NIKON modelo D - 5100 y se analizaron mediante el software ImageJ Versión 

1.50 (desarrollado por el National Institutes of Health, EUA) con el cual se determinó el ángulo 

formado entre la película y una gota de agua Milli-Q® (Fig. 29). 

 
Fig. 29. Análisis de ángulo de contacto para evaluar la capacidad de un líquido a 

extenderse sobre una superficie. 
Las ´s representan la tensión superficial interfacial entre el sólido y el vapor (SG), líquido y 
sólido (LS); y de líquido y vapor (LG), el ángulo de intersección entre 𝛾𝐿𝐺  y 𝛾𝑆𝐿 corresponde al 
ángulo de contacto (θ) (Tomado de (15)). 
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6.4. Pruebas de flujo.  

Las pruebas de flujo fueron desarrolladas en un reómetro AR – G2 (TA Instrument, USA, 

Fig. 30), con una capacidad de detección de torque de 0.003 μNm con una resolución de 0.1 nNm. 

La prueba se desarrolló en la región viscoelástica lineal en un 95 % de esfuerzo controlado en las 

modalidades de cizallamiento simple en un rampeo de 0.1 a 100 s-1 así como de cizallamiento 

oscilatorio en frecuencia de 0.1 a 100 rad/s. 

La prueba consistió en suspender 10 mg de P1 o P2 en una solución conteniendo 0, 7, 14 

o 21 mg de BSA por mL de PBS a pH fisiológico. Las geometrías utilizadas consistieron en cilindros 

concéntricos de doble espacio (gap) (gap de 500 micrones), así como de cono y plato (60 mm de 

diámetro, cono con pendiente de 1° y 36 micrones de truncamiento). Las determinaciones se 

realizaron a 25 y 37 °C, las cuales fueron controladas por un sistema de recirculación de agua 

(RTE – 110 Endocal, UK). Los datos fueron adquiridos con el software Rheology Advantage Data 

Analysis TA Instruments software Versión 3.3.4, analizados y graficados en GraphPad Prisma® 

Versión 7.0. 

 

(A)   
 

Fig. 30. Configuración para estudios reológicos. 
(A) Equipo AR – G2 de esfuerzos controlados, geometrías de (B) cono y plato, y (C) cilindros 
concéntricos o doble gap. 
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6.5. Pruebas in vivo. 

6.5.1. Lineamientos para pruebas in vivo con LTME. 

Todos los procedimientos quirúrgicos y experimentales se realizaron con apego a las 

normas y lineamientos establecidos en el reglamento de la Ley General de Salud en materia de 

investigación para la salud (78). 

 

6.5.2. Cepa Long - Evans como modelo de LTME. 

En este estudio se emplearon ratas hembra de la cepa Long - Evans también llamadas 

ratas con capucha o “Hooded rat”, las cuales son resultado de la entrecruza entre ratas hembra 

blancas del Instituto Wistar con ratas macho grises silvestres. 

Estás ratas son comúnmente utilizadas en estudios de neurología, toxicología y 

oftalmología. Su uso es debido a que presentan una mayor resistencia a enfermedades 

respiratorias en comparación con las ratas albinas, por lo que la rata Long - Evans es un buen 

modelo para procedimientos quirúrgicos que requieren un uso prolongado de anestésico. 

 

6.5.3. Modelo de lesión traumática de médula espinal. 

Se emplearon ratas hembra de la cepa Long - Evans de 12 a 14 semanas de edad, peso 

corporal entre 250 y 300 g sin procedimientos experimentales previos. Previo a la cirugía, los 

animales fueron anestesiados vía intramuscular con una mezcla de Ketamina y Xilacina (77.5 mg 

y 12.5 mg respectivamente por cada kilogramo de peso corporal) seguido de los protocolos de 

asepsia y antisepsia. La cirugía tuvo por objetivo realizar una hemilaminectomía a nivel de la 

vértebra torácica nueve dejando expuesta la médula espinal, esta fue lesionada mecánicamente 

al dejar caer un cilindro de 5 g desde una altura de 25 mm mediante el equipo NYU Impactor 
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generando una LTME por contusión de tipo moderada. La lesión fue verificada al observarse la 

formación de un hematoma subdural y un registro de error computarizado menor al 10 %. 

A continuación, el músculo, la fascia y la piel fueron suturados (Fig. 31). Se permitió que 

los animales se recuperaran del anestésico para suministrarles vía intramuscular un antibiótico 

(Penicilina Benzatínica de 1´200,000 UI) y un antiinflamatorio (5 mL de Paracetamol por cada 2 L 

de agua en bebedero) como analgésico durante 3 días. Cada animal fue colocado en una caja 

individual donde fueron alimentados bajo dieta comercial y agua a ad libitum. 

Como parte de los cuidados post – operatorios, durante los primeros 15 días fue necesaria 

la observación diaria con la finalidad de realizar vaciado manual de vejiga hasta recuperar la 

autonomía. A lo largo de las ocho semanas de evaluación también se realizaron estiramientos de 

extremidades para evitar que estas se anquilosaran, así como efectuar curaciones debido a 

irritación de la piel y aparición de llagas por presión. 

 

Fig. 31. Proceso de lesión de médula espinal mediante NYU impactor. 
(A) Localización de T9 (B) Disección de piel y aponeurosis (c) Laminectomía, (D) Médula 
expuesta, (E) Montaje en NYU Impactor para generar la LTME, (F) Hematoma en zona medular 
y (G - I) Sutura por planos.  
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6.5.4. Prueba de concentración de BSA en LTME moderada. 

Esta prueba incluyó 15 ratas con LTME moderada distribuidas en cinco grupos de acuerdo 

con la Tabla 13. A cada grupo se suministró por microinyección en el sitio lesionado, una solución 

de 10 µL de BSA en PBS a pH fisiológico una vez trascurridas 48 horas post lesión y un puntaje no 

mayor a 1 en la escala Basso – Beattie – Bresnahan (A.3.) (79). 

Tabla 13. Grupos para prueba de concentración de BSA. 

Grupo Concentración de BSA (mg/mL) n 

I 0 3 

II 7 3 

III 14 3 

III 21 3 

 

6.5.5. Diseño experimental y microinyección de suspensiones de PPPy/I y 

RSA en LTME. 

Se siguió un diseño experimental 2𝐾, donde k = 3 que correspondió al número de factores 

a evaluar, siendo éstos lesión (LTME), polímero (P1 o P2) y albúmina (RSA), requiriendo 2 niveles 

para cada uno (presencia = 1 o ausencia = 0). De acuerdo con este diseño se formaron 7 grupos 

experimentales por polímero, cada uno constó de seis ratas hembra seleccionadas 

aleatoriamente. El tipo de tratamiento por grupo se muestran en la Tabla 14. 

 

Tabla 14. Grupos experimentales para prueba de albúmina y polímero en LTME. 

Grupo Lesión Polímero Albúmina 

V (vehículo) 0 0 0 

LTME 1 0 0 

P1 o P2 0 1 0 

RSA 0 0 1 

LTME + P1 o P2 1 1 0 

LTME + RSA 1 0 1 

LTME + P1 o P2 + RSA 1 1 1 
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6.5.6. Administración del tratamiento experimental. 

A las 48 horas post lesión y una vez anestesiados los animales de experimentación, 

nuevamente se expuso la médula espinal para suministrar el tratamiento correspondiente 

(Tablas 13 y 14), por microinyección directamente en la zona de lesión mediante una jeringa 

Hamilton 710RN de 100 µL (Fig. 32), el volumen suministrado correspondió a 10 µL. Asimismo, 

los grupos control, es decir, aquellos que no recibieron lesión, también fueron microinyectados 

de acuerdo con el tratamiento correspondiente. 

(a)  (b)  
Fig. 32. Microinyección de tratamiento. 

(a) Viales de P1 y P2 en suspensión más jeringa Hamilton. (b) Microinyección de suspensión a 
las 48 horas. 

 

6.5.7. Evaluación funcional de los animales. 

Todos los animales fueron evaluados a las 24 y 48 h subsecuentes a la lesión para 

corroborar la ausencia de movimiento en extremidades inferiores, posteriormente se realizó un 

seguimiento de ocho semanas, evaluando el progreso una vez por semanal de acuerdo a los 

lineamientos (A.3.) y formato (A.4.) de la escala BBB (79), dicha valoración se realizó por 3 

observadores cegados con valor de 0.7 de coeficiente kappa de Cohen. 
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6.5.8. Criterios de exclusión. 

Fueron excluidos del estudio aquellos animales experimentales que presentaran alguna 

de las siguientes características: 

➢ Hematoma lateralizado con respecto a la zona central de lesión, 

➢ No concluyeron el tiempo de evaluación correspondiente a ocho semanas, 

➢ Obtuvieron un valor de BBB mayor a 1 dentro de las primeras 24 – 48 horas post lesión, 

➢ Alcanzaron un valor de BBB mayor o igual a 6 en la primera semana de evaluación, 

➢ Presentaron anquilosis, 

➢ Autofagia. 

 

6.6. Pruebas ex vivo. 

6.6.1. Estudios morfológicos. 

Al concluir el seguimiento clínico de ocho semanas y previamente anestesiados, los 

animales de experimentación fueron inyectados con 1,000 UI de heparina para ser sometidos a 

una toracotomía amplia con la finalidad de canular la arteria aorta ascendente, por esta vía, 

fueron perfundidas a una velocidad de 30 ccm vía intracardiaca mediante una bomba peristáltica 

haciendo pasar por ellas un volumen de 200 mL de una solución fisiológica hasta blanquear al 

animal, seguido de una solución fijadora de Karnosky (A.5.). 

Una vez fijados los tejidos, se extrajo la médula espinal acotando la muestra a 2 cm de 

longitud abarcando a partir del sitio de lesión 1 cm tanto en dirección caudal como en dirección 

cefálica. Estas muestras fueron procesadas hasta su inclusión en parafina y correspondiente 

análisis morfo - histológico. 

Transcurridas 24 h de post fijación en una relación 1:10 veces el volumen del tejido, las 

muestras fueron lavadas con recambios de PBS 0.1 M a pH 7.2, hasta eliminar el aroma de la 
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solución de fijación. Posteriormente se procedió a deshidratar las muestras en una secuencia de 

alcoholes del 30 al 100 % de alcohol etílico, seguido por 3 aclarados con Xileno con la subsiguiente 

inclusión en parafina histológica. 

Una vez incluidas las muestras estas fueron cortadas en un grosor de 7 µ, los cortes fueron 

colocados en laminillas xilanizadas y posteriormente fueron teñidas de acuerdo con el 

procedimiento de Lapham y cols. (A.6.) (80). 

 

6.6.2.  Resonancia magnética nuclear (RMN). 

Los estudios de RMN se desarrollaron en un equipo experimental Varian de 7 Teslas para 

imagenología y espectroscopía de resonancia magnética en pequeñas especies, en el cual fueron 

observadas médulas ex vivo en post fijación de los grupos V, LTME, LTME+P.1 o 2 y LTME+P.1 o 

2+RSA con dimensiones promedio de 6.3 mm de diámetro por 2 cm de largo teniendo por 

referencia la zona correspondiente al epicentro de LTME. 

Para dicho estudio fue requerida una secuencia de eco de gradiente estándar con los 

siguientes parámetros de adquisición: TE/TR = 4/15 ms, FOV = 60 x 60 mm, ángulo =20°, matriz: 

256 x 256, NEX = 6. Los datos obtenidos fueron almacenados en formato DICOM posteriormente, 

estos fueron analizados y reconstruidos mediante el software Amira® de Thermo Scientific. 

 

6.6.3. Microscopia electrónica de barrido (SEM). 

Muestras de tejido fueron lavadas con recambios de PBS 0.1 M a pH 7.2, hasta eliminar 

el aroma de la solución de fijación. A continuación, las muestras fueron cortadas por la mitad con 

una navaja histológica y colocadas en un tubo tipo Eppendorf junto con Tetróxido de Osmio por 

30 min, transcurrido el tiempo de exposición se procedió a realizar el pase por tren de alcoholes 

hasta llegar a alcohol absoluto. Posteriormente, las muestras se llevaron a desecación mediante 
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CO2 a punto crítico. Las muestras fueron montadas, recubiertas con oro y almacenadas en 

desecación hasta su observación en un microscopio JSM - IT100HR InTouchScope (Jeol, USA). 

 

6.7. Análisis gráfico y estadístico. 

GraphPad Prism® (7.0) [Software] (2016) fue la herramienta requerida para la graficación 

y análisis de los datos obtenidos. El estudio estadístico consistió en un análisis de varianza de 

medias repetidas, seguido de las pruebas de Tukey y Dunnett considerando un nivel de 

significancia de p < 0.05. Con el mismo software fueron realizados los análisis de regresión lineal, 

así como las pruebas de pendientes con grado de significancia de p < 0.05 requeridos por los 

datos reológicos. 

La graficación y análisis por deconvolución de los picos obtenidos en el análisis elemental 

(XPS) de los polímeros P1 y P2, se realizaron con OriginPro® (8.1) [Software] (2016).  
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7.  RESULTADOS: 

CARACTERIZACIÓN 

FISICOQUÍMICA. 
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7.1. Análisis morfológico de P1 y P2 

Diferentes aspectos morfológicos de los polvos de P1 y P2 (Fig. 33). En ambos materiales 

puedo observarse una notable diferencia en la coloración como una consecuencia de la cantidad 

de Yodo (Tabla 15) presente en la estructura polimérica. 

En las micrografías SEM, pueden observarse partículas de diversos tamaños y forma      

(Fig. 33b y 33e) que en apariencia no presentan diferencia superficial alguna como resultado del 

proceso de síntesis, mientras que en las micrografías por TEM (Fig. 33c y 33f), se observa el 

capeado formado durante el proceso de síntesis del biomaterial, de forma tal, que en P2 es 

posible apreciar un depósito del material aparentemente más ordenado que en P1. 

 

 Fotografía. SEM TEM 

P1 

(a)

 

(b)

 

(c)

 

P2 

(d)

 

(e)

 

(f)

 
Fig. 33. Imágenes representativas de polvos de Polipirrol dopado con Yodo 

sintetizados por plasma (PPPy/I). 
Fotografía del polvo de P1 (a) y P2 (d), microfotografías SEM (barra de 5 µm) y TEM (barra de  
2 µm) de polvo del PPPy/I. 
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7.2. Espectroscopia infrarroja (FT-IR) de P1 y P2 

Ambas películas de PPPy/I fueron analizadas mediante FT-IR previo a su molienda. El 

espectro obtenido (Graf. 1) muestra la presencia de grupos O - H, N - H y C - H en las bandas de 

3,615; 3,350 y 3,217 cm-1; en la zona de los 3,500 a 3,000 cm-1 pueden localizarse funciones 

derivadas de aminas tales como – NH2, = NH y - NH que pudieran estar sobre puestas con las 

funciones antes mencionadas. Los picos en 2,960 y 285 cm-1 indican la presencia de - CH2 y - CH3. 

Las siguientes dos bandas corresponden a uniones alifáticas del tipo C - H; seguidos por los picos 

corresponden a enlaces múltiples del tipo C = O en 2361 cm-1, C ≡ C y C ≡ N ambas absorciones 

en 2,220 cm-1. La presencia de grupos funcionales insaturados sugiere la pérdida de átomos de 

hidrogeno durante el proceso de síntesis. Los picos localizados en 1,625 y 1,550 cm-1 se asocian 

a enlaces conjugados tipo C = C que en conjunto con los picos centrados en 1,450 y 1,375 cm-1 

son característicos de la fragmentación de la molécula de pirrol. Por otro lado, en la misma banda 

de 1,550 cm-1 se sobre lapa con la señal generada por enlaces tipo N - H. Asimismo, la banda 

encontrada entre 1,040 y 1,150 cm-1 se asocia a grupos C - OH. Por otro lado, tanto el pico en 725 

cm-1 como el de 675 cm-1, constatan la presencia de grupos C = C. Por último, un hombro ubicado 

en 575 cm-1 corresponde al Yodo que actúa como dopante en la síntesis de ambos PPPy/I. 

 
Graf. 1. Bandas en el espectro infrarrojo de P1 y P2 
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7.3. Análisis elemental de P1 y P2. 

Graf.2 corresponde al espectro de la medición de energía de enlace elemental mientras 

que en la Tabla 15 se muestran las composiciones elementales en porcentaje atómico de los 

elementos Carbono (C), Nitrógeno (N), Oxígeno (O) y Yodo (I) en P1 y P2 determinada por XPS. 

Los elementos C y N provienen del monómero de pirrol (Fig.34), cuya relación C/N = 4 de la 

molécula de pirrol se modifica durante el proceso de polimerización, obteniendo por resultado 

una relación final de C/N de 6.17 y 5.48 para P1 y P2 respectivamente. 

En dicho análisis también se detectó la presencia de átomos de I (Graf. 2), los cuales 

pueden estar unidos covalentemente o atrapados en forma iónica como dopantes en la red 

polimérica formada. 

 

 
Graf. 2. Espectro de la medición de energía de enlace elemental por XPS en 

partículas de PPPy/I. 
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Tabla 15. Análisis elemental en porcentaje (%) atómico por XPS para P1 y P2. 

Elemento 
(X) 

% atómico Relación 

P1 P2 𝑨 =  (
𝑿

𝑵
)

𝑷𝟏
 𝑩 =  (

𝑿

𝑵
)

𝑷.𝟐
 

𝑨

𝑩
 

Carbón 70.3 76.7 6.17 5.48 1.13 

Nitrógeno 11.4 14.0 --- --- --- 

Oxígeno 11.1 (1.3) * 6.9 0,97 (0.11) * 0.49 1.98 (0.22) * 

Yodo 1.7 0.7 0.15 0.05 3.0 

Silicio 4.9 0.0 0.43 0.00 430.0 

Otros 0.58 1.7 0.05 0.12 0.42 

Total 100 100 

Nota: Los valores con asterisco (*) corresponden al ajuste por presencia de SiO2. 

 

 
Fig. 34. Diferentes representaciones de la estructura heterocíclica del pirrol. 

 

7.4. Adsorción de albúmina de suero bovina (BSA) sobre películas delgadas de P1 

y P2 

El comportamiento del ángulo de contacto ante la exposición de películas de P1 y P2 a 

diferentes concentraciones de BSA se muestra en la Graf. 3, puede observarse qué conforme 

incremento la concentración de BSA, el desempeño de la química superficial cambia debido a la 

adsorción de proteína por la superficie del polímero, lo que resulta en una variación en el ángulo 

de contacto. En este estudio, se observó un punto de concentración crítica para BSA ([BSA]c), en 

el cual el ángulo de contacto crece hasta un media para cada polímero. 

También es posible observar la formación de tres diferentes regiones de interacción 

polímero – proteína (Tabla 16): (I) asociada con la formación de una monocapa desde el ángulo 

inicial hasta [BSA]c; (II) asociada con la formación de un sistema de proteínas multicapa que 
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comienza en [BSA]c hasta el comienzo de la (III), y la última se caracteriza por el establecimiento 

de una región en la que el ángulo muestra una tendencia a la independencia de la concentración 

de BSA a partir de una concentración máxima de BSA absorbida ([BSA]M). 

 
Graf. 3. Ángulo de contacto de agua sobre películas de PPPy/I expuestas a BSA. 

(I, II y III) Indican las tres diferentes regiones del comportamiento de BSA al interaccionar con 
PPPy/I. asimismo, se encuentra el punto de concentración crítica mínima de BSA para la 
formación de monocapa ([BSA]c). Cada punto corresponde a la media ± error estándar. 

 

Tabla 16. Regiones establecidas por la interacción de BSA con PPPy/I. 

Región Ángulo (°) BSA [mg/mL] 

I 70 – 20 0 – 7 

II 20 – 45 7 – 13 

III 25 – 55 13 – 30 
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8.  RESULTADOS:    

PRUEBAS DE FLUJO. 
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8.1. Albúmina de suero bovina (BSA) 

8.1.1. Estabilidad térmica de BSA. 

En una solución proteica se producen cambios conformacionales cuando existen 

modificaciones de pH, alteraciones en la concentración iónica o variaciones bruscas de 

temperatura, las cuales, afectan la solubilidad de proteínas hasta el punto de producir su 

precipitación debido a cambios conformacionales (62, 81, 82). Esta variación de la conformación 

se denomina desnaturalización, la cual, no afecta a los enlaces peptídicos por lo que, en algunos 

casos, al volver a las condiciones normales puede recuperarse la conformación proteica inicial o 

renaturalización. 

Por lo antes mencionado, fue de importancia el verificar la estabilidad conformacional 

ante cambios térmicos de la proteína BSA en solución. Para ellos, se estudiaron las soluciones de 

menor y mayor concentración de BSA en un barrido de temperatura (T) de 25 a 38 °C bajo 

condiciones de cizallamiento simple (Graf. 4). 

 
Graf. 4. Comportamiento de la viscosidad de BSA en barrido de temperatura bajo 

cizallamiento simple. 
Regresión no lineal (- - -) para los cambios de viscosidad de BSA en un barrido de temperatura 
entre 25 y 38 °C. Puede apreciarse una mayor caída de la viscosidad para la solución de 7 mg/mL 
respecto a la de 21 mg/mL. El análisis de las pendientes muestra que para 21 mg/mL no existe 
diferencia significativa dentro del mismo grupo de datos (p = 0.226), pero sí entre las 
pendientes de ambas concentraciones (p < 0.05). 
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8.1.2. Cizallamiento simple de BSA. 

En la Graf. 5 pueden observarse las curvas de viscosidad contra velocidad de 

cizallamiento, correspondiente a tres concentraciones de BSA (7, 14 y 21 mg/mL) tanto a (a) 25°C 

como a (b) 37°C. Se aprecia un comportamiento reo-espesante conforme disminuye la velocidad 

de cizallamiento, siendo más evidente para la concentración de 21 mg/mL en ambas 

temperaturas ensayadas. 

 

 

Graf. 5. Comportamiento viscoso de BSA bajo cizallamiento simple. 
Estudio reológico bajo cizallamiento simple de soluciones de BSA. Las concentraciones 
probadas fueron de 7 (●), 14 (□), o 21 (Δ) mg de BSA por mL de PBS a T = 25 °C (a) y T = 37 °C 
(b), respectivamente. 

 

8.1.3. Cizalla oscilatoria de BSA. 

Después de determinar la estabilidad de la proteína a las temperaturas de interés, se llevó 

a cabo un estudio reológico en cizalla oscilatoria a concentraciones de 7, 14 y 21 mg/mL de BSA 

en PBS (Graf. 6), en todos los casos el módulo elástico (G') mostró una tendencia de 

independencia a bajas frecuencias, siendo este más notorio cuando las soluciones están a 
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temperatura corporal (Graf. 6 b). Lo cual, permite establecer la posibilidad de la existencia de un 

sistema estructurado mediado por la interacción existente entre los grupos residuales expuestos 

por la proteína albúmina en el medio de suspensión en conjunto con la presencia de iones 

proporcionados por el PBS. 

 

Graf. 6. Curvas de cizallamiento oscilatorio de BSA a 25 y 37 °C. 
Curvas de los módulos elástico (G´) y (G´´) a diferentes concentraciones de BSA en las soluciones 

ensayadas. Los símbolos refieren a 7 (●), 14 (■), o 21 (▲) mg de BSA por mL de PBS a T = 25°C 

(a) y T = 37°C (b), respectivamente. 

 

8.2. Combinación de BSA y P1 o P2. 

8.2.1. Cizallamiento simple de suspensiones combinadas. 

La Graf. 7 presenta la curva de viscosidad frente a la velocidad de cizallamiento bajo 

cizallamiento simple, para el caso de suspensiones de partículas de P1 o P2 en soluciones de BSA 

a diferentes concentraciones ensayadas a dos temperaturas (T = 25 y 37 °C). 

En todos los casos, se obtuvo un comportamiento viscoso reo-adelgazante (conocido 

como “shear thinning”) conforme incremento la velocidad de cizallamiento. Indicando que la 

combinación albúmina – polímero en suspensión presentan una estructuración interna y que el 

arreglo de esta estructura depende de la velocidad de corte a la cual este sometida la suspensión. 
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Por otro lado, el rango de medición del reómetro no permitió obtener la viscosidad a una 

velocidad de cizalladura menor a la aquí mostrada, sin embargo, los datos obtenidos muestran 

que bajo estas condiciones es posible microinyectar las combinaciones a una velocidad de 

cizalladura elevada y luego, al final del proceso de microinyección, la viscosidad de las 

suspensiones aumentará en varios órdenes de magnitud. 

 

Graf. 7. Comportamiento viscoso de suspensiones de PPPy/I en BSA bajo 
cizallamiento simple. 

Estudio reológico de la viscosidad en cizallamiento simple de suspensiones de P1 (a y b) y P2 (c 
y d) en soluciones de BSA. Todas las suspensiones consistieron en 10 mg por mL de P1 o P2 y 

adicionalmente 0 (♦), 7 (●), 14 (□) o 21 (Δ) mg de BSA por mL de PBS. (a y b) T = 25 °C y (c y d) 
T = 37 °C, respectivamente. 
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8.2.2. Cizallamiento oscilatorio de suspensiones combinadas. 

Las Graf. 8 y 9 muestra los resultados de los experimentos dinámicos para las mismas 

suspensiones de partículas. Cada gráfica corresponde al módulo elástico (G’) y el módulo de 

pérdida (G´´) en función de la frecuencia a 25 y 37 °C. En 25 °C (Graf. 8), todas las suspensiones 

muestran una tendencia a establecer una zona de independencia a la frecuencia, 

comportamiento parecido a un sistema con estructuración (solid - like) en el seno de la 

suspensión (34). 

 

Graf. 8. Curvas de cizallamiento oscilatorio de PPPy/I para 0 y 7 mg/mL BSA. 
Estudio reológico en cizallamiento oscilatorio de suspensiones de PPPy/I con y sin BSA en 
soluciones. Los símbolos llenos corresponden al módulo elástico (G', Pa) y los símbolos vacíos 
representan el módulo de pérdida (G'', Pa), todas las suspensiones contienen 10 mg por ml de 

P1 o P2. Las concentraciones de BSA corresponden a 0 (♦, ◊), 7 (●, ○), 14 (■, □) y 21 (▲, Δ) 
mg/mL, las temperaturas ensayadas fueron de T = 25 °C (A y B) y T = 37 °C. (C y D). 
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Cuando la temperatura incrementa hasta los 37 °C (Graf. 9), la suspensión de polímero 

sin BSA tiende a no formar planicie a bajas frecuencias teniendo un comportamiento similar al 

de una suspensión polimérica no estructurada. En general, las suspensiones combinadas 

mostraron una disminución de su estructuración a 37 °C, sin embargo, las que se vieron menos 

afectadas fueron las contenían 14 y 21 mg de BSA. 

 

 

Graf. 9. Curvas de cizallamiento oscilatorio de P1 y P2 a 14 y 21 mg/mL BSA. 
Estudio reológico en cizallamiento oscilatorio de suspensiones de PPPy/I con y sin BSA en 
soluciones. Los símbolos llenos corresponden al módulo elástico (G', Pa) y los símbolos vacíos 
representan el módulo de pérdida (G'', Pa), todas las suspensiones contienen 10 mg por ml de 

P1 o P2. Las concentraciones de BSA corresponden a 0 (♦, ◊), 7 (●, ○), 14 (■, □) y 21 (▲, Δ) 
mg/mL, las temperaturas ensayadas fueron de T = 25 °C (A y B) y T = 37 °C. (C y D). 
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9.  RESULTADOS:    

PRUEBAS IN VIVO. 
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9.1. Prueba de concentración de albúmina en LTME moderada. 

En todos los casos se microinyectaron 10 L de PBS con la concentración de BSA 

correspondientes (Tabla 13). La Graf. 10 muestra el proceso de evolución en la recuperación 

funcional motora post LTME a lo largo de 8 semanas de acuerdo con los lineamientos 

establecidos en la escala BBB.  

Al contrastar los cuatro grupos que recibieron BSA respecto al grupo lesión (LTME), fue 

posible determinar que la concentración de 14 mg/mL de BSA en PBS fue la única en presentar 

una respuesta funcional con diferencia significativa de acuerdo con el ANOVA de medidas 

repetidas seguida por la prueba de Dunnett (p < 0.05, A.10.) 

 

 

Graf. 10. Tratamiento con diferentes concentraciones de BSA y recuperación 
funcional post LTME. 

Seguimiento de la recuperación funcional motora en extremidades posteriores a ocho semanas en 
ratas de la cepa Long - Evans con LTME y microinyectada con una solución de BSA a diferentes 
concentraciones. Los grupos constaron de una n = 3. Cada punto corresponde a la media ± error 
estándar. El valores con asterisco (*) indica el grupo que presento diferencia estadísticamente 
significativa de acuerdo con la prueba de Dunnett (p<0.05).  
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9.2. Suspensiones de PPPy/I con y sin RSA. 

Graf. 11 muestra la evaluación de la función motora en animales sin LTME que recibieron 

10 µL de PBS como vehículo solo o ya fuese con albúmina de suero de rata (RSA), PPPy/I.1 (P1) o 

PPPy/I.2 (P2). 

El análisis mediante ANOVA de medidas repetidas seguida por la prueba de Dunnett (p < 

0.05, A.11.) mostró un valor significativo para el grupo albúmina, en el cual vio afectación en la 

valoración de marcha normal de acuerdo a la escala BBB, con la recuperación de esta hacia el 

final del periodo de evaluación. 

 

 
Graf. 11. Evaluación de la funcional motora post tratamientos con P1, P2 o RSA sin 

LTME. 
Seguimiento de la función motora en extremidades posteriores por ocho semanas post 
microinyección de tratamiento. Los grupos constaron de una n = 6. Cada punto corresponde a 
la media ± error estándar. El valor con asterisco (*) indica el grupo que presento diferencia 
estadísticamente significativa de acuerdo con la prueba de Dunnett (p<0.05). 
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Evaluación de la recuperación funcional motora en las extremidades posteriores en 

animales con LTME que recibieron tratamiento por microinyección de acuerdo con la Tabla 14. 

Los grupos LTME + P1 y LTME + P2 +RSA, presentaron diferencia significativa una vez 

realizado el estudio de ANOVA de medidas repetidas seguida por la prueba de Dunnett (p < 0.05, 

A.12.) al considerar al grupo LTME como control. 

 

 
Graf. 12. Recuperación funcional motora post tratamiento con PPPy/I y/o RSA. 

Seguimiento de la recuperación funcional motora en extremidades posteriores por ocho 
semanas post microinyección de tratamiento. Cada punto corresponde a la media ± error 
estándar. (LTME) Lesión, (RSA) Albúmina de suero de Rata, (P1 o P2) Polipirrol dopado con Yodo 
1 o 2. Los valores con asterisco (*) presentaron diferencia estadísticamente significativa 
respecto al grupo LTME de acuerdo con el ANOVA de medidas repetidas seguida por la prueba 
de Dunnett (p < 0.05). 
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10. RESULTADOS:   

PRUEBAS EX VIVO. 
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10.1. Resonancia magnética nuclear ex vivo. 

Fig. 35 muestra imágenes representativas del estudio por RMN post – mortem de 

animales experimentales de los grupos lesión, lesión + PPPy/I.1 y lesión + PPPy/I.1 + RSA, previo 

a su procesamiento. 

En los tres casos aquí mostrados se observan regiones obscuras de mayor intensidad 

denotando zonas de mayor extensión de daño (LTME) o tratamiento (LTME + P1 o LTME + P1 + 

RSA). 

 

Fig. 35. Imágenes ópticas y por RMN post mortem de médulas espinal de animales 
experimentales. 
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10.2. Tinción de Lapham. 

Fig. 36 muestra imágenes de secciones longitudinales de médulas recuperadas una vez 

concluidas las 8 semanas de seguimiento clínico, éstas son representativas de los grupos (A) 

Vehículo, (B) LTME, (C) LTME + P1 y (D) LTME + P1 + RSA. En donde puede observarse el grado de 

daño a partir del epicentro del sitio de lesión y el daño por siringomielia marcada con asterisco. 

 

Fig. 36. Secciones de médula espinal con tinción de Lapham o método la Floxina - 
Verde rápido para mielina y las fibras gliales (2.5x). 
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10.3. Microscopía electrónica de barrido (SEM). 

Fig. 37 muestra imágenes SEM representativas de cortes longitudinales de médulas con 

LTME y LTME más tratamiento con PPPy/I.1 (P1) en combinación con RSA.  

 

Fig. 37. Imágenes SEM de LTME con y sin implante de PPPy/I. 
En (a) se observa una médula con LTME del grupo vehículo, mientras que en (B) se observa una 
médula con LTME del grupo P1 + A. Una amplificación de ambas muestras permitió identificar 
lo que parecen ser células inflamatorias (CI) dentro del sitio de lesión. Por otro lado, es posible 
identificar un cumulo de PPPy/I.1 (P1) en interacción superficial con posibles células de tipo 
nervioso (CN). 

  

CI

(A1) (B1)

CN

(A2) (B2)
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11. DISCUSIÓN. 
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Los resultados de ambos polímeros de acuerdo con el espectro IR (Graf. 1) mostraron 

similitud en sus bandas, sin embargo, mostraron diferencias en las bandas ubicadas en              

1,275 cm-1 y entre 1,040 y 1,150 cm-1 que pueden asociarse con grupos C – O - C, que se 

presentaron como señales débiles. Uno de los principales grupos responsables de la diferencia, 

además del C – O - C, pueden ser los grupos metilo (CH3), que se sitúan en las bandas de 2,960, 

2,850, 1,450 y 1,375 cm-1 en el espectro IR, pero estas líneas también pueden confundirse con 

otros grupos que no necesariamente se encuentran presentes en los materiales. Además, la 

posible existencia de aminas secundarias = N-H provenientes del pirrol, explicarían el aumento 

de la interacción hidrofóbica. La presencia de CH3, así como la de aminas primarias (- NH2), 

implican que algunos grupos se hidrogenan posteriormente al rompimiento del anillo pirrólico, 

que es posible especialmente cuando se trabaja a baja potencia en la polimerización. 

Los elementos C y N corresponden al monómero de pirrol (Fig. 34), cuya relación C/N = 4 

se modifica durante el proceso de polimerización, obteniéndose una relación C/N final de 6.18 y 

5.45 para P1 y P2, respectivamente. Esta modificación en la relación C/N proporciona evidencia 

de la ruptura del anillo pirrólico, lo cual permite que algunos fragmentos de bajo peso molecular 

escapen del reactor y con ello disminuyendo la presencia de átomos de N en el producto final. 

Mediante XPS también se detectó la presencia de átomos de Yodo, que pueden estar unidos 

covalentemente o atrapar en forma iónica como dopantes en la red polimérica formada. 

La presencia de oxígeno dentro del análisis elemental de P1, indica que, al no ser parte 

de la molécula de pirrol, éste elemento provino probablemente de pequeñas fugas del vacío en 

el reactor, así como del ambiente una vez abierto el reactor, en cuyo caso el oxígeno se encargó 

de neutralizar radicales libres que permanecieran sobre la superficie del polímero formado. Sin 

embargo, para el caso de P2, dicho elemento también fue proporcionado por la corriente de agua 

requerida en la síntesis. La presencia del O en los materiales sintetizados repercute en el 

establecimiento de regiones o grupos oxidados, dichas regiones presentan su relevancia tanto en 

los análisis de ángulo de contacto como en las pruebas in vivo de las que se discutirá más delante. 
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Es de notar que la relación O/N en ambos materiales difiere de forma tal que, para el caso 

de P1 la relación O/N = 1, esto sugiere la incorporación de un átomo de oxígeno por cada 

molécula de pirrol; sin embargo, en este material se detectó la presencia de silicio (Si, Graf. 2A) 

en una cantidad de 4.9 %, que puede deberse al desgaste del tubo de vidrio que conforma el 

reactor durante el proceso de síntesis o recuperación de P1 de las paredes de este. Por ello fue 

requerido ajustar los valores de O para P1, de aquí qué, asumiendo que el Si se encuentra 

presente como SiO2, entonces por cada 1% de Si presente en el material, se tiene una 

contribución adicional de 2% de O en P1, con lo cual es posible aseverar que 9.86% del O en P1 

está relacionado con el Si detectado en el análisis, resultando en un 1.3 % de O presente en P1 

(Tabla 15). Recalculando la relación O/N para P1, se obtuvo un valor de 0.11, lo cual sugiere la 

incorporación de un átomo de O por cada 10 moléculas de pirrol durante la síntesis de P1, en 

contraste con la relación O/N = 0.45 de P2 que establece que por cada 2 moléculas de pirrol se 

incorpora un O durante el proceso de síntesis de este material. 

La deconvolución de los valores obtenidos por XPS respecto al pico dominante en cada 

polímero (Graf. 16) permitió estimar los grupos funcionales asociados con la química superficial 

respecto a la configuración electrónica C1s del Carbono. La formación de nuevos grupos 

funcionales ausentes en el monómero de pirrol se debe a la ruptura del anillo de pirrol dentro 

del entorno gaseoso ionizante establecido en el reactor durante el proceso de síntesis. Las 

funcionalidades que implican O en el caso de P1 podrían estar formadas por la presencia de 

oxígeno en el ambiente que probablemente se deben a fugas en el sellado del reactor, así como 

por la alta capacidad de respuesta de los radicales libres de la superficie que no cerraron antes 

de la ventilación del reactor. En el caso de P2, la entrada de la corriente de agua en el reactor 

ayudó a la formación de grupos con oxígeno además de las causas mencionadas anteriormente. 

Esto se puede ver en la deconvolución, ya que el pico con la energía de enlace de 286.4 eV toma 

un porcentaje más alto, indicando la presencia de enlaces C - O en la cadena principal. Ambas 

relaciones C/N y O/N mostraron que, a pesar de que ambos polímeros exhibieron prácticamente 

las mismas bandas de absorción para grupos funcionales similares en el IR, al realizar el análisis 
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por deconvolución (Graf. 16), algunos de los posibles grupos funcionales indicados por IR, 

expuestos por cada Pirrol, en realidad son diferentes. 

 
Graf. 13. Análisis por deconvolución de los grupos funcionales asociados al 

carbono. 

 

La determinación del ángulo de contacto o humectabilidad es una herramienta que 

permite el estudio de la capacidad hidrofílica e hidrofóbica de un material en función de los 

grupos funcionales de la química superficial. Por lo tanto, tales pruebas desarrolladas en capa 

delgada son una medida que puede extrapolarse a partículas suspendidas del mismo material 

con la salvedad de que en el caso de partículas en suspensión estas exhiben un área superficial 

mayor en relación con la capa delgada. 

Aunado a lo antes mencionado, es necesario considerar que las soluciones de BSA a las 

cuales fueron expuestas películas delgadas de P1 y P2 se realizó en PBS, el cual, es un medio con 

osmolaridad y concentración de iones Cl-, Na+ y K+ semejante a las que se presentan en el líquido 

extracelular de mamíferos (A.13.). Esto es de importancia debido a que dichos iones establecen 

el comportamiento electroquímico de los grupos funcionales superficiales tanto de P1 y P2 como 

el de BSA. En particular se sabe que un medio iónico como el del PBS a pH fisiológico (7.35 - 7.45) 
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propicia en BSA las interacciones intramoleculares que estabilizan su estructura tridimensional 

aunado al establecimiento de una densidad de carga negativa alrededor de la proteína debido a 

la polarización de los residuos aminoacídicos expuestos al medio. Por lo tanto, la presencia de un 

medio iónico es relevante para el desempeño electroquímico en los procesos de adsorción de 

BSA en la superficie de cualquier material, tal y como lo sugieren los estudios de Zhang y cols. 

(27). 

En este sentido, la Graf. 3, muestra un comportamiento similar al reportado tanto por 

Białopiotrowicz y Jańczuk como por A. Azioune y cols. (83, 84), en donde se puede contrastar la 

modificación superficial debido a la adsorción de albúmina. En lo estudios mencionados, se 

reportó que conforme incrementa la concentración de albúmina, el comportamiento de la 

humectabilidad determinada por el ángulo de contacto se modifica generando tres regiones de 

interacción. Estas mismas regiones fueron observadas al exponer las películas de P1 y P2 a 

concentraciones crecientes de BSA (Graf. 3); cada región representa el cambio y dominio de 

grupos funcionales expuestos en la superficie (Fig. 38) (85). Dichos grupos proporcionan 

hidrofilicidad superficial por la presencia de grupos - NH2, - OH, - CO y - COOH e hidrofobicidad 

debido a grupos - CH3, anillos saturados y grupos alifáticos. Por lo tanto, en contraste con los 

resultados obtenidos por Keselowsky y cols. (85) , así como Azioune y cols. (84), puede suponerse 

que la superficie de P1 podría estar dominada principalmente por - NH2, - COOH y – OH; mientras 

que en P2, se encontrarían grupos - CH3, - NH2 y - COOH, pero predominan los efectos de los 

grupos - CH3 que conferirían hidrofobicidad al comienzo de la prueba. Estos grupos son 

congruentes con los estimados por el análisis de deconvolución de los resultados de XPS. 

 
Fig. 38. Valores de referencia para ángulos de contacto característicos para grupos 

funcionales superficiales. Tomado de (85) 

Ángulo de contacto () 
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Tomando en cuenta lo antes mencionado, la Graf. 3 fue dividida en tres regiones para su 

análisis (Tabla 16). La Fig. 36, muestra un esquema representativo de los posibles cambios 

superficiales debido al proceso de adsorción de albúmina sobre P1 y P2. 

 

Fig. 39. Representación esquemática de la adsorción de BSA en la superficie de 
PPPy/I. 
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En el análisis de la región I se partió del supuesto que un ángulo de contacto superior a 

60° corresponde a una superficie hidrofóbica, es posible asociar esta característica a P2, debido 

a que inicialmente mostró un ángulo de 69.3° ± 2.9, el cual y de acuerdo a la literatura (85, 86) 

puede ser relacionado con la presencia de grupos alifáticos e insaturados mostrados tanto en el 

espectro IR (Graf. 1) como en los estados químicos para a la configuración electrónica C1s del 

Carbono; la presencia de estos grupos como resultado de la pérdida de C y N en conjunto con 

algunos H asociados a ellos durante el proceso de síntesis como lo establecen los datos de XPS 

(Tabla 15). Al considerar únicamente la contribución de las insaturaciones al comportamiento 

electrostático superficial de P2, es de imaginar que la superficie de este material presenta una 

densidad electrostáticamente negativa con algunas regiones positivas, siendo este el motivo por 

el cual se presenta un comportamiento predominantemente hidrofóbico. 

Por otro lado, para el caso de P1, el valor inicial de ángulo de contacto correspondió a 

49.7° ± 5.3, dicho valor es similar al esperado para superficies ricas en grupos – NH2 (85), los 

cuales se relacionan con los grupos presentes en el espectro IR (Graf. 1) y los estados químicos 

para a la configuración electrónica N1s del Nitrógeno, por lo tanto, la presencia de estos grupos 

amino pudieran establecer una superficie predominantemente hidrofilica, es decir, con una carga 

electrostática superficial predominantemente positiva con algunas regiones negativas. 

En ambos casos, conforme se incrementó la concentración de BSA la media del ángulo de 

contacto disminuyó hasta obtener un valor mínimo para cada polímero (Graf. 3), dicho valor 

denota la existencia de una concentración de BSA crítica ([BSA]C) en la cual, el proceso de 

adsorción de BSA llega a un límite máximo de interacción con el espacio superficial disponible 

por P1 y P2 (Tabla 17), es decir, se alcanza un punto en el cual se ha formado una monocapa de 

BSA en la superficie polimérica (Fig. 39 C y D). De esta forma, llegado a esta concentración crítica 

los grupos funcionales expuestos corresponderían a grupos – OH para P1, y – COOH para P2 (85), 

siendo estos grupos funcionales expuestos por el reacomodo conformacional de las moléculas 

de BSA adsorbidas. 
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De acuerdo al análisis de las pendientes obtenidas por regresión lineal, se establece que 

existe una diferencia estadística entre ambas pendientes (p < 0.05, A.7.), entendiendo estas como 

la tasa de cambio del ángulo de contacto respecto a la variación en la concentración de BSA 

(
𝑑𝜃

𝑑[𝐵𝑆𝐴]
), dicha tasa muestra que debido a las características electrostáticas dependientes de los 

grupos funcionales superficiales y las condiciones iónicas establecidas por el PBS, el material P1 

tiende a saturarse superficialmente con BSA a una tasa de 1.5 veces mayor en relación a P2. 

Por lo tanto, el análisis para la región I (Tabla 17), apunta a que una vez alcanzada la 

[BSA]C, el comportamiento de la química superficial de P1 y P2 se ve modificada hasta tener una 

predominancia hidrofílica debido a la presencia de grupos – OH y – COOH de los residuos de 

aminoácidos presentes en BSA los cuales quedan expuestos al formarse la nueva capa superficial. 

Tabla 17. Valores críticos de la región I 

 [𝑩𝑺𝑨]𝑪 𝜽𝒎 Grupos funcionales expuesto 𝒎 =  
𝒅𝜽

𝒅[𝑩𝑺𝑨]
 

P1 3 24.8 ± 4.2 - OH, -COOH -8.28 ± 0.9 

P2 7 30.3 ± 0.5 - COOH, - NH2 -5.49 ± 0.4 

 

 
Graf. 14. Región I: Formación de monocapa de BSA sobre PPPy/I. 

Región de adherencia de las zonas I de BSA en la superficie de P1 y P2, obteniendo la máxima 
interacción superficial en [BSA]c. Cada punto representa la media ± error estándar de seis 
mediciones realizadas. El análisis mediante el ajuste por regresión lineal (- - -), indica que existe 
diferencia significativa entre las pendientes (p < 0.05). 
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Una vez agotada el área superficial expuesta por cada polímero dada su [BSA]c, el 

comportamiento de  presenta una tendencia de recuperación del valor observado hasta llegar 

a un ángulo máximo (M) que corresponde a una concentración de BSA máxima adsorbida 

([BSA]M) por superficie de ambos polímeros (Graf. 18); tal incremento en  es evidencia de la 

formación de un sistema multicapa de BSA que creció a partir de la monocapa formada 

previamente (Fig. 39 E y F), estas capas crecen hasta alcanzar un estado estacionario en donde 

las moléculas de BSA que se desprendan de las últimas capas serían substituidas por nuevas 

moléculas del medio circundante durante el proceso de exposición, previo al lavado con PBS para 

el caso de los ensayos en capa delgado, manteniendo este estado de recambio estacionario en 

los sistemas de partículas suspendidas. 

De acuerdo a la información disponible en la literatura (85, 87), una vez llegado a este 

punto de interacción, las últimas capas expuestas de BSA serían las responsables de exponer 

grupos funcionales tipo - NH, - OH y - COOH pertenecientes a los residuos polares libres que 

conforman el rearreglo conformacional de BSA, los cuales son altamente dependientes del pH 

fisiológico. 

Luego entonces, al realizar los lavados para eliminar el excedente de BSA, en las pruebas 

realizadas en capa delgada, únicamente se estarían eliminando las moléculas que no alcanzaron 

a ingresar a la zona de multicapa más algunas otras moléculas que serían liberadas por un 

fenómeno de desorción química debida a la ausencia de BSA en el PBS de lavado. A pesar de ello, 

la concentración de [BSA]M que permaneció remante en las multicapas, es suficiente como para 

mantener el de ángulo de contacto estable en la subsiguiente región III. 

El análisis de las pendientes en la región II (Tabla 18), mostró diferencia respecto al valor 

de las pendientes obtenidas (p < 0.05, A.8.). De esta forma, la mayor tasa con la cual se obtiene 

el desarrollo de una monocapa hacia un sistema de múltiples capas de BSA al final de la región II, 

corresponde a la pendiente de P2, la cual, es 2.7 veces mayor a la obtenida para P1. 

 



M. en C. Omar Felipe Fabela Sánchez   Universidad Autónoma Metropolitana 

 

Doctorado en Ciencias en Ingeniería Biomédica 

114 

Tabla 18. Valores críticos de la región II 

 [𝑩𝑺𝑨]𝑴 𝜽𝒎á𝒙𝒊𝒎𝒐 Grupos funcionales expuesto 𝒎 =  
𝒅𝜽

𝒅[𝑩𝑺𝑨]
 

P1 
13 

33.2 ± 1.2 - COOH, - NH2 0.84 ± 0.18 

P2 44.0 ± 3.8 - NH2 2.28 ± 0.26 

 

 
Graf. 15. Región II: Formación de multicapas de BSA sobre PPPy/I. 

Región de adsorción de BSA en la superficie de P1y P2, obteniendo la máxima interacción posible 
entre PPPy/I – BSA – BSA ([BSA]M). Cada punto representa la media ± error estándar de seis 
mediciones realizadas. El análisis mediante el ajuste por regresión lineal, indica que existe 

diferencia significativa entre la pendiente de ambas rectas (- - -) (p<0.05). 

 

Finalmente, la región III, el ángulo de contacto se establece en un media para cada 

polímero (Tabla 19), dicho valor se conserva independiente al incremento de BSA a partir de 

[BSA]M (Graf. 19). Una vez alcanzado este punto, se establece un sistema de múltiples capas de 

BSA el cual es limitado debido a los procesos de empaquetamiento e hidratación de este sistema, 

con el cual se establece el estado estacionario (27, 87, 88). 

Al comparar los valores de las pendientes en la región III, pudo determinarse que no 

existen diferencias significativas entre ambas pendientes (p > 0.05); sin embargo, sí existe una 

diferencia significativa (p < 0.05, A.9.) entre los valores promedio (𝜃𝑃̅) obtenidos para cada 

polímero (Tabla 19) de forma tal que es posible establecer que en la superficie de la multicapa 
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Á
n

g
u

lo
 (


)

2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4

1 5

2 0

2 5

3 0

3 5

4 0

4 5

5 0

P 1 P 2

6.1328.2  [BSA]*θP2

3.2384.0  [BSA]*θP1

 cBSA
 MBSA



M. en C. Omar Felipe Fabela Sánchez   Universidad Autónoma Metropolitana 

 

Doctorado en Ciencias en Ingeniería Biomédica 

115 

de BSA formada sobre P1 estarían predominando grupos funcionales – COOH y – NH2, mientras 

que en P2 la dominancia sería de grupos – NH2. 

Tabla 19. Valores estacionarios de la región III 

 𝜽𝑷̅ Grupos funcionales expuesto 𝒎 =  
𝒅𝜽

𝒅[𝑩𝑺𝑨]
 

P1 32.5 ± 1.24 -OH, - COOH, - NH2 
0.004 ± 0.053 

P2 44.2 ± 1.24 - NH2 

 

 
Graf. 16. Región III: Estado estacionario de multicapas de BSA sobre PPPy/I. 

Región de sistema multicapas de BSA que se mantiene estable debido a un estado estacionario 
entre adsorción y desorción de BSA. Cada punto representa la media ± error estándar de seis 
mediciones realizadas. El análisis mediante el ajuste por regresión lineal (- - -), mostró que no 
existen diferencias significativas entre las pendientes de ambas rectas (p > 0.05). 

 

En términos reológicos, la proteína BSA presenta un comportamiento viscoelástico 

estable bajo condiciones de cizallamiento simple en el rango de temperatura de 25 a 37 °C     

(Graf. 4), ya que la desnaturalización de proteínas comienza alrededor de los 38 °C (89). Además, 

se ha documentado que las soluciones de BSA tienen un comportamiento estabilizado por fuertes 

interacciones moleculares entre proteínas globulares proximales, que implica no solo un 

comportamiento no newtoniano, sino también debido a procesos de adsorción y agregación 

existentes en la mayor parte de la solución, resultados en una limitación de fluencia, 

característica típica de un comportamiento reológico en sistema estructurado (90, 91), 
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característica identificada en pruebas de cizallamiento oscilatorio (Graf. 6) por presencia de una 

independencia a la frecuencia en G', particularmente observadas en las concentraciones de 14 y 

21 mg/mL a 37 °C en a las pruebas aquí realizadas. Este tipo de propiedades que han sido 

aprovechadas en el ámbito comercial para generar sistemas de acarreo y suministro de fármacos, 

o como en este caso fueron estudiadas para promover la estructuración de suspensiones 

particuladas de PPPy/I que fueron utilizadas como tratamiento de LTME mediante un proceso de 

microinyección, en el cual se involucran las componentes viscosas y esfuerzos de cizallamiento. 

La idea del como las partículas en suspensión en presencia de albúmina que pudieran estar 

interaccionando queda ilustrada en la Fig. 40, denotando que estos procesos de interacción entre 

PPPy/I - PPPy/I, PPPy/I – BSA y BSA - BSA son quienes definen la modificación del comportamiento 

reológico de las suspensiones ensayadas (92). 

 

Fig. 40. Representación de las interacciones presentes en las suspensiones de 
partículas PPPy/I en soluciones de BSA. 

Posibles interacciones presentes dentro de la fase continua que afectan el comportamiento 
reológico de la suspensión, propiciando una estructura interna dependiendo de las condiciones 
a las que está sujeta. (A) Interacciones entre partículas de PPPy/I “desnudas”, (B) Partícula con 
monocapa de albúmina, (C y D) Partícula con sistema de multicapa, (E) Interacciones entre 
moléculas de albúmina y partículas cercanas poliméricas. 

 

Albumina

PPPy/I

(B)
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(C)

(D)
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Para el estudio reológico en corte simple, se realizó un análisis de los datos utilizando el 

modelo propuesto por Cross (93). Este es uno de los modelos más básicos (Eq. 1) que permite 

estimar numéricamente la tendencia de la viscosidad a baja velocidad de cizallamiento (𝜂0) 

manteniendo un valor de esfuerzo cortante constante. Este modelo proporciona una estimación 

de la región newtoniana y generalmente propone un comportamiento de viscoso en un amplio 

rango de velocidades de corte, con lo que es posible estimar numéricamente el comportamiento 

reo-adelgazante por cizallamiento en suspensiones cuando se someten a un esfuerzo que 

modifica la disposición de las partículas de PPPy/I y moléculas de BSA dentro de una suspensión 

(94). 

     Eq. 1 

Donde:  = viscosidad aparente 
𝜂0 = viscosidad a bajos cortes 
𝜂∞ = viscosidad a altos cortes 

 = constantes de tiempo 
𝛾̇ = velocidad de corte  

 = exponente adimensional de la ley de potencias. 

 

Al ajustar los datos reológicos de la Graf. 5 al modelo de Cross (Graf. 17) pudo observarse 

que todas las soluciones de BSA presentaron un comportamiento reo-adelgazante a altas 

frecuencias, sin importar la temperatura a la cual sea medida; indicando que, al aplicar una alta 

velocidad de cizallamiento durante el proceso de microinyección de cualquiera de estas 

concentraciones, la solución fluiría sin verse limitada por las fuerzas viscosas debido a las 

interacciones con las moléculas de BSA que estas ejercerían sobre las paredes a lo largo del canal 

de la aguja. 

Por otro lado, éste mismo ajuste mostró que conforme disminuye la velocidad de 

cizallamiento, las soluciones cambian hacia un comportamiento reo-espesante, es decir, pierden 

fluidez e incrementan su valor de viscosidad debido a las interacciones con las moléculas de BSA. 
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Graf. 17. Ajuste al modelo de Cross para soluciones de BSA bajo cizallamiento 
simple. 

Curvas de flujo de los datos experimentales bajo cizallamiento simple de soluciones de BSA 
ajustados al modelo de Cross tanto a 25 °C (A) como a 37 °C (B). Donde, 𝜂0 y 𝜂∞ representan la 
viscosidad a bajos y altos cortes de cizallamiento, respectivamente. 

 

En la Tabla 20, pueden observarse los valores estimados mediante el modelo de Cross, en 

dónde se aprecia que la solución de 7 mg/mL de BSA es la única que incrementa su valor de 

viscosidad a bajas velocidades de cizallamiento, mientras que las otras dos disminuyen este valor 

al incrementar su temperatura. Es probable que al incrementar tanto la concentración de BSA 

como la temperatura y al disminuir la velocidad de cizalla, estas moléculas tiendan a agregarse 

formando oligómeros que hidrodinámicamente son capaces de ofrecer una menor resistencia al 

fluido y con ello perdiendo considerablemente la viscosidad de la solución. 

Tabla 20. Valores de 𝜼𝟎 y pendiente para BSA estimados con el modelo de Cross. 

[BSA] 
(mg/mL) 

𝜼𝟎 (𝑷𝒂 ∗ 𝒔) % ∆𝜼𝟎

= (
𝜼𝟑𝟕 − 𝜼𝟐𝟓

𝜼𝟐𝟓

) ∗ 𝟏𝟎𝟎 

𝒎 =
𝒅𝜼

𝒅𝜸̇⁄  % ∆𝒎

= (
𝜼𝟑𝟕 − 𝜼𝟐𝟓

𝜼𝟐𝟓

) ∗ 𝟏𝟎𝟎 
25 °C 37°C 25°C 37 °C 

7 0.03 12.73 + 42,333.00 0.45 ± 0.02 0.88 ± 0.01 + 95.55 

14 2.33 0.01 - 99.57 0.75 ± 0.01 0.43 ± 0.01 - 42.66 

21 41.12 9.74 - 76.31 0.80 ± 0.01 - - 
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Al contrastar los resultados de las pruebas de soluciones BSA con las de las suspensiones 

de PPPy/I con BSA, se puede observar el mismo comportamiento fenomenológico de reo - 

espesante a bajos cortes de cizallamiento (Graf. 18). Sin embargo, en las suspensiones de P1 y P2 

en solución de 14 mg/mL de BSA se observó que en ambos hubo un incremento en el valor de su 

viscosidad (Tabla 21), comportamiento generalizado en las suspensiones de P2 y no así en las de 

P1. 

 

 

Graf. 18. Ajuste al modelo de Cross para suspensiones de PPPy/I a diferentes 
concentraciones de BSA en solución. 
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Tabla 21. Valores de 𝜼𝟎 y pendiente para suspensiones de PPPy/I en BSA estimados 
con el modelo de Cross. 

[BSA] 
(mg/mL) 

P1 (Pa*s) % ∆𝜼𝟎
= (

𝜼𝟑𝟕 − 𝜼𝟐𝟓

𝜼𝟐𝟓

)

∗ 𝟏𝟎𝟎 

P2 (Pa*s) % ∆𝜼𝟎
= (

𝜼𝟑𝟕 − 𝜼𝟐𝟓

𝜼𝟐𝟓

)

∗ 𝟏𝟎𝟎 25 °C 37 °C 25 °C 37 °C 

0 102,000.00 0.08 -100.00 0.80 45.70 5,641.21 

7 0.15 0.03 -81.99 0.01 250.00 2,016,029.03 

14 2.16 10.60 390.74 0.01 46.40 768,111.92 

20 3.98 1.22 -69.35 0.11 12.90 11,734.86 

 

El comportamiento del módulo elástico (G’, Fig. 8 y 9) muestra diferencias claras entre P1 

y P2 al interactuar con BSA tanto a 25 como a 37 °C; asimismo, es posible apreciar los cambios 

en G’ para la misma suspensión a ambas temperaturas. Al analizar la combinación de 10 mg de 

P1 + 21 mg de BSA/mL de PBS se evidencia una marcada independencia de G’ respecto a la 

frecuencia en un rango comprendido entre 0.1 y 3 rad/s a temperatura de 25 °C (Fig. 9A), cosa 

que no sucede para las demás suspensiones que se encuentran hacía el final de la prueba casi un 

orden de magnitud por debajo; retomando la combinación de 21 mg de BSA su respuesta indica 

que bajo estas condiciones las interacciones P1 – P1, P1 – BSA y BSA- BSA propician un 

ordenamiento o estructuración interna que le permite a la suspensión comportarse tal como lo 

haría un sólido, dicho fenómeno es conocido como tipo sólido (solid - like) [34]. 

Este comportamiento de tipo sólido se ve abatido al incrementar la temperatura, llegando 

a comportarse como las demás suspensiones ensayadas a 37 °C (Fig. 8 y 9), lo cual da indicios de 

que a esta temperatura la energía absorbida por los componentes en la suspensión es tal que 

disminuye las interacciones antes mencionadas para con ello permitir a la suspensión 

refluidizarse, es decir, no solo se pierde el grado de estructuración interna, sino, que también se 

afecta el comportamiento viscoelástico de la suspensión como se puede apreciar en la Graf. 18B; 

por lo que es posible que se llegue a encontrar un rango de frecuencia mucho menor en el cual 

se obtenga nuevamente el comportamiento antes observado, pero a la temperatura de 37 °C. 
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En contraparte, el desempeño de P2 se mostró muy similar para todas las combinaciones 

probadas a 25 °C obteniéndose comportamientos tipo sólido en el rango de 0.1 a 3 rad/s          

(Graf. 8 y 9), es decir, exactamente el mismo rango que para una sola combinación de P1; este 

hecho exhibe que a pesar de haberse obtenido mejores resultados en cuanto a ángulo de 

contacto y viscosidad en cizalla simple para P1, la capacidad de obtener fluidos estructurados es 

mayor cuando se trabaja con P2 a 25 °C. 

De igual modo, al someter las suspensiones de P2 a una temperatura de 37 °C, se aprecia 

que las combinaciones con 21 y 14 mg de BSA mantienen el comportamiento tipo sólido e incluso 

incrementan a tal grado que incrementan en una década anterior para G’ a 25°C, es decir, el 

incremento de temperatura es capaz de ayudar a acentuar en el seno de la suspensión el arreglo 

estructural debido a las posibles interacciones antes mencionadas. En el caso de P2 el factor 

interno predominante para la generación de este fenómeno es indudablemente a la presencia 

de BSA, ya que, si se observa el comportamiento de la suspensión control, esta pierde toda 

posible estructuración comportándose como un líquido a 37°C en todo el rango de frecuencia 

probado (Graf. 8A). 

Al conjuntar los resultados de las pruebas de flujo bajo cizallamiento simple y oscilatorio, 

se determinó que la combinación de 10 mg/mL de PPPy/I con 14 mg/mL de albúmina resultó ser 

la adecuada a ensayar en las pruebas in vivo por microinyección, ya que se espera que dentro del 

tejido con LTME se encuentre un sistema de bajos cortes de cizallamiento a corto y largo plazo, 

con lo cual, y de acuerdo a los resultados obtenidos, se obtendría una mayor retención de 

polímero en la zona de influencia para con ello incrementar las posibilidades de recuperación 

funcional. 

Desde el punto fisicoquímico, se estableció que el comportamiento superficial y de flujo 

de las suspensiones de partículas de P1 y P2 al interaccionar con moléculas de albúmina depende 

en gran medida de los grupos funcionales expuestos al medio circundante. Es por ello, que el 

siguiente paso fue realizar pruebas biológicas que permitieran evaluar el efecto de la suspensión 

en los procesos de LTME, principalmente en la recuperación motora funcional. Para ello, una 
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primera aproximación fue la valoración de la concentración de albúmina requerida para los 

estudios in vivo. 

De acuerdo con los valores analizados por ANOVA de medias repetidas para las BBB 

obtenidos en ratas con LTME a las que se les suministraron diferentes concentraciones de 

albúmina (Graf. 18), se observó que 14 mg/mL fue la concentración a la cual se obtuvo una mayor 

recuperación funcional de acuerdo con un valor en BBB de 10.6 ± 1.7 a las 8 semanas de 

evaluación, seguido por un 9.5 ± 1.6 para la concentración de 7 mg/mL; cabe señalar que la escala 

BBB (A.3.) no es una escala lineal, por lo que, un cambio en un punto representa cambios 

significativos en la función motora. 

Globalmente puede hablarse de un valor de BBB promedio para toda la evaluación, el cual 

fue de 8.8 ± 0.9 para el tratamiento con 14 mg/mL de albúmina (Graf. 19), lo que significa que 

ante una LTME esté sería el valor mínimo esperado en cuanto a recuperación funcional ya que 

en contraste con una LTME sin tratamiento se obtendría una puntuación de 2.5 ± 0.1, entre 

ambos valores existe una significancia estadística (p = 0.013, A.10.) que en conjunto con los datos 

fisicoquímicos permitió establecer a 14 mg/mL como la concentración óptima para los ensayos 

in vivo aquí realizados. 

Considerando lo antes mencionado, se procedió a evaluar la inocuidad del vehículo, RSA, 

P1 y P2 en animales sin LTME. Los puntajes de BBB analizados mediante el ANOVA de medidas 

repetidas seguido de la prueba de Dunnett, mostraron una diferencia significativa entre los 

grupos V y RSA (p = 0.002, A.11.). La misma prueba mostró que ni V, P1 o P2 generaron cambios 

significativos en la marcha de los animales de experimentación (Graf.11). Por lo tanto, se puede 

suponer que ninguno de ellos causó daño irreversible en el tejido de la médula espinal. 

Desde el punto de vista clínico, cuando estos cuatro grupos fueron seguidos 

semanalmente, se observó que la marcha de los animales del grupo RSA se vio afectada, cayendo 

desde un valor de 21 esperado para un animal sano a un valor de 15.0 ± 1.0 en la valoración de 

BBB en la primera semana de evaluación, al menos a una concentración de 14 mg/mL de 

albúmina. A pesar de ello, durante las semanas subsiguientes, este mismo grupo alcanzó valores 
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de marcha normal (BBB = 21), lo que indica que el organismo puede compensar la presencia de 

una sobrecarga de albúmina hasta restablecer las funciones normales a largo plazo. 

 

 

Graf. 19. Comparación global de la recuperación funcional post LTME con y sin 
tratamiento con BSA. 

Seguimiento de la recuperación funcional motora en extremidades posteriores a ocho semanas 
una vez realizada una LTME y microinyectada una solución BSA. Cada punto corresponde a la 
media ± error estándar.  

 

Con la certeza de que ninguno de los tratamientos sólos o combinados generaría un 

mayor daño al realizado por la propia LTME, y apoyado en la hipótesis de que no se induce la 

respuesta inmune debido a la presencia de polímeros derivados de pirrol, se observó en el 

seguimiento clínico que en animales con LTME los tratamientos con P1 y P2 + RSA permitieron 

un puntaje máximo de recuperación en las 8 semanas posteriores a su administración en el sitio 

de lesión, obteniendo valores de 14.4 ± 2.0 y 16.2 ± 1.1, respectivamente (Graf. 12).  
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Los grupos previamente mencionados, mostraron una diferencia significativa con 

respecto al grupo LTME sin tratamiento, manteniendo un media de 12.4 ± 1.2 para el grupo P1 y 

de 11.3 ± 1.3 para el grupo P2 + RSA (p = 0.015 y p = 0.031, respectivamente). Sin embargo, como 

se aprecia en la Graf. 20, el comportamiento de ambas suspensiones fue muy similar desde el 

punto de vista clínico y de acuerdo con el análisis estadístico, no se obtuvo una diferencia 

significativa entre los grupos LTME + P1 y LTME + P2 + RSA (p>0.05). 

Tal comportamiento puede interpretarse de acuerdo con los datos del ángulo de contacto 

previamente analizados. Dichos datos sugieren que la superficie de P1 estaría dominada por 

grupos - NH2, mientras que P2 requiere la formación del sistema de albúmina multicapa para 

presentar el enriquecimiento superficial por grupos - NH2. Aún más, se debe considerar que los 

procesos de interacción P2 - albúmina serían tan estrechos que ayudarían incrementar la 

organización interna de la suspensión (Fig. 40) al aumentar la capacidad de interactuar con el 

tejido dañado una vez que la combinación P2 + RSA ingresa al sitio de la lesión, es decir, los grupos 

funcionales expuestos por la albúmina en la multicapa formada sobre el material, 

proporcionando las características apropiadas para tener un papel biológico favorable en la 

recuperación funcional después de una LTME, como lo hace P1. 

Mientras que para P2 y la combinación de P1 + RSA, en esta última donde se intercambia 

la química de la superficie, es decir, P1 + RSA expondría los grupos - COOH y - OH, así como 

posiblemente algunos grupos - CH3 y - NH2 de la albúmina en el sistema de múltiples capas, dichos 

grupos funcionales son característicos de P2 en su superficie, como lo sugieren los estudios de 

ángulo de contacto y XPS. Estos cambios en la química de la superficie fueron relevantes ya que, 

como se muestra en la Graf. 11, los valores de BBB no fueron positivos para la recuperación 

funcional después de un LTME. De forma tal que en promedio los valores de BBB para los 

tratamientos P1 + RSA y P2 fueron de 4.3 ± 0.5 y 4.1 ± 0.4 respectivamente, los cuales, quedaron 

incluso por debajo de la media obtenido para el grupo LTME con un puntaje en BBB de 5.1 ± 0.4 

(Graf. 20). 
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Graf. 20. Comparativo de la media de los grupos LTME con tratamiento. 

 

Con lo hasta aquí mencionada queda constatado que la química superficial juega un papel 

importante en cuanto al desempeño fisicoquímico de los polímeros derivados de pirrol obtenidos 

por esté método de síntesis, y que es de gran importancia el tipo de grupos funcionales expuestos 

a un entorno biológico a tal grado que se puede tener una recuperación o afectar la funcional 

motora tras una LTME. 

Como parte de unos estudios adicionales que ayudasen a corroborar lo que los estudios 

reológicos establecieron en cuanto al comportamiento de la suspensión a bajos corte de 

cizallamiento, se realizaron estudios de RMN ex vivo de animales pertenecientes a los grupos 

lesión y tratamientos con P1 (Fig. 35). 

De los datos obtenidos por la secuencia realizada a las muestras de médula espinal se 

realizó una reconstrucción tridimensional (Fig. 41) en la que el color morado corresponde a tejido 

nervioso que incluye tanto substancia gris como substancia blanca sin hacer una diferenciación 

entre una y otra, como se muestra en la Fig. 41A que es una reconstrucción volumétrica de una 
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médula sin LTME; mientras que las zonas de amarillo a rojizo corresponden a las que incluyen 

zona de quistes (Fig. 41B), zonas con quistes y presencia de P1 (Fig. 41C) o de P1 + RSA (Fig. 41D). 

Como puede observarse, debido a que el PPPy/I no genera una señal propia que sea fácil de 

resolver en el análisis imagenológico, el seguimiento de la presencia de este en el tejido es 

complicado; sin embargo, es posible observar zonas en las que probablemente se encuentre 

agrupado en mayor concentración. Al mismo tiempo, RMN nos permitió observar que la zona de 

quiste y por tanto el avance de la degeneración del tejido por siringomielia es inferior en relación 

con una médula que no recibió ningún tratamiento.  

Está afirmación se corrobora mediante los cortes histológicos presentes en la Fig. 36, en 

el que la tinción de Lapham tiñe de color magenta tejido mielinizado correspondiente, 

principalmente, a substancia blanca y de tonos azul – verdosa la substancia gris. Esta técnica de 

tinción representa ventajas respecto a Luxol – Fast Blue y Hematoxilina -Eosina, ya que permite 

discernir claramente entre ambas substancias en tejido nervioso debido al contraste entre el 

magenta y el azul – verdoso.; e incluso cuando existe la presencia de tejido cicatricial, esté tiñe 

de morado. 

En la Fig. 36D puede apreciarse como se encuentra distribuido el material a lo largo de la 

zona lesionada e incluso que se encuentra en una mayor cantidad respecto al tratamiento con 

P1 sin albúmina (Fig. 36C), que empata con la distribución presentada por RMN en la Fig. 41.  

Además, al realizar una amplificación de las muestras observadas mediante SEM (Fig. 42), 

puede observarse la presencia de estructuras ausentes en médulas con LTME sin tratamiento. 

Por ejemplo, en la Fig. 42B existen estructuras tubulares que asemejan posibles neo – 

vascularizaciones a las cuales se encuentras adosadas posibles células nerviosas del tipo 

astrocitario, estas últimas se observaron abundantemente en otras zonas dentro de lo que sería 

la pared del quiste formado posterior a la LTME. A este punto no es posible establecer con 

claridad a que tipo específico de células corresponden las estructuras observadas, sin embargo, 

lo que queda claro es que la presencia del PPPy/I (círculo amarillo) tiene influencia en los 
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procesos neuro protectores y posiblemente en los neurorregenerativos presentes en el tejido 

dañado. 

 

 

Fig. 41. Reconstrucción de imágenes de RMN de médulas ex vivo, correspondiente a 
la extensión del daño en forma volumétrica a lo largo de la médula espinal 
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En suma, con los resultados obtenidos en recuperación funcional de acuerdo con la escala 

BBB, las reconstrucciones por RMN e imágenes histológicas, estas observaciones en las imágenes 

SEM pudieran asociarse con procesos no únicamente de neuroprotección sino también a 

procesos de neuroregeneración en tejido que haya sufrido una LTME. 

 

 

Fig. 42. Amplificación de imágenes obtenidas por SEM de médula espinal del grupo 
LTME + P1 + RSA. 

  

(A) (B)

(C)
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12. CONCLUSIONES. 
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Las pruebas in vivo en animales no lesionados establecieron que cuando el vehículo, 

PPPy/I.1 (P1) o PPPy/I.2 (P2) se administran en tejido nervioso sano, sus funciones de marcha no 

se ven afectada a corto o mediano plazo. Por lo tanto, podemos concluir que la administración 

de polímeros de Polipirrol dopados con Yodo sintetizados vía energía de plasma, no representan 

un riesgo para el desempeño de las funciones motoras en el tejido sano. 

En el caso de animales intactos tratados con albúmina, sus funciones motoras tales como 

la rotación de la pata durante la marcha se vieron afectadas a corto plazo, con una recuperación 

completa a mediano plazo. 

Fue posible determinar la concentración de proteína crítica requerida para formar una 

monocapa de proteína en la superficie de ambos polímeros. Asimismo, obtuvieron datos que 

permitieron pensar en la formación de un sistema de proteínas multicapa estable en la superficie 

de los biomateriales. 

El análisis de XPS y ángulo de contacto permitieron establecer la diferencia superficial 

entre los dos polímeros (P1 y P2) que da origen a las diferencias de comportamiento en los 

experimentos in vivo. 

La prueba de ángulo de contacto permitió también proponer un modelo de cobertura de 

la proteína en la superficie que resulta congruente con los resultados in vivo. 

El sistema multicapa propicio cambios drásticos en el comportamiento de P1 y P2, 

repercusiones considerables en los ensayos in vivo, ya que en ambos polímeros cambió 

considerablemente la puntuación BBB al interactuar con la proteína, de forma tal que LTME + P2 

+ RSA obtuvo el mayor puntaje de 16.2 ± 1.1, y se redujo fuertemente sin la proteína hasta un 

valor de 6.1 ± 1.6; en el caso de LTME + P1, el puntaje BBB sin albúmina fue de 14.4 ± 2.0,  

mientras que para LTME + P1 + RSA fue de 6.1 ± 2.1 hacia el final del seguimiento clínico. 

Los datos reológicos de las suspensiones de partículas de ambos PPPy/I en régimen de 

cizallamiento oscilatorio, evidenciaron la capacidad de la interacción de P1 y P2 con la proteína 
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albúmina, obteniendo un comportamiento tipo sólido a bajas frecuencias a temperatura cercana 

a la corporal; esta fenomenología es de interés para la microinyección como tratamiento para 

LTME, con el objetivo de que las partículas PPPy/I permanezcan en el sitio de la lesión por más 

tiempo. Sin embargo, los resultados de las pruebas in vivo mostraron que la interacción 

superficial de la proteína tomó el papel principal en la recuperación motora de los animales 

experimentales. 

Las micrografías SEM muestran que cerca de las zonas con quistes en los animales control 

hay presencia de células inflamatorias en contraste con los animales del grupo LTME + P1 + RSA, 

los cuales mostraron posibles células nerviosas y una menor cantidad de células inflamatorias. 

La histología del animal control muestra destrucción tisular y quistes abundantes. En el 

LTME + P1 + RSA existe una menor cantidad de quistes y el tejido muestra rastros de color 

magenta que denotan la presencia de mielina. 

Las imágenes por RMN permitieron identificar las zonas en las que se extendió el daño 

posteriormente a la LTME, sin embargo, no fue posible discernir entre la zona formada 

únicamente por quistes y aquellas en las que estuviera aglomerado el polímero; a pesar de ellos, 

fue posible observar que el tratamiento combinado generó zonas con una menor extensión de 

daño en relación con las que no recibieron tratamiento. 

  



M. en C. Omar Felipe Fabela Sánchez   Universidad Autónoma Metropolitana 

 

Doctorado en Ciencias en Ingeniería Biomédica 

132 

 

 

 

 

 

13. PERSPECTIVAS. 
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1. Establecer el tamaño promedio de partícula y su interacción con el tejido es de 

suma importancia para establecer una dosis para tratamiento estándar. 

 

2. Los efectos de neuroprotección de la albúmina y del P1 fueron observados al 

trabajar individualmente, por lo que su aplicación en diferente sección de la 

lesión es una opción para ser considerada. 

 

3. Es importante considerar algún otro vehículo que no interaccione con la 

química superficial de PPPy/I.1 para mantener su capacidad neuroprotectora. 

 

4. Son requeridas técnicas inmunohistológicas que permitan diferenciar con 

certeza el tipo de células que interacción con el material PPPy/I. 

 

5. Se requiere afinar el trabajo en RMN que permita identificar claramente el sitio 

en el que se encuentra depositado/agregado el material posterior a la 

microinyección de cualquier suspensión de PPPy/I en el sitio de lesión. 

 

6. La evaluación de dosis/respuesta al incrementar la concentración de PPPy/I es 

requerida para futuros protocolos. 
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Adolecer Caer enfermo o padecer alguna enfermedad habitual. 

Afección Sinónimo de dolencia, enfermedad, padecimiento, indisposición, alteración, 
achaque. 

Agujero magno Nombre del orificio mayor situado en la parte pósteroinferior del cráneo (base del 
cráneo, piso témporo occipital), a través del cual se establece la continuidad del 
sistema nervioso central hacia la médula espinal. El agujero magno también es 
conocido como foramen magnum. 

Aracnoides Del griego arachnoeides = parecido a una telaraña. Capa meníngea media del 
encéfalo y la médula espinal que se conoce así por las trabéculas parecidas a una 
telaraña que se extienden de la aracnoides a la piamadre subyacente. 

Astrocito Del griego astron = estrella y kytos = vaso hueco. Célula parecida a una estrella; los 
procesos del astrocito confieren una forma estelar. 

Atlas Nombre que recibe el hueso superior de toda la columna vertebral, siendo este la 
primera vértebra cervical (C1). Esta vértebra, al articularse con el hueso occipital 
sostiene la cabeza. 

Axón Del griego axon = eje. Proyección de una neurona por la cual se conducen los 
impulsos nerviosos. Al pasar a través de sus vainas tubulares, el axón forma el eje 
del nervio. Robert Remak describió en 1838 este cilindroeje de fibras nerviosas 
amielínicas. 

Axonopatía Enfermedad, lesión o degeneración de los axones 

Axonotmesis Lesión de un nervio periférico que produce discontinuidad de axones con 
preservación de las vainas de tejido conjuntivo de apoyo. 

Barrera 
hematoencefálica 

Barrera física entre los vasos sanguíneos y el sistema nervioso central. De no existir 
esta barrera muchas sustancias nocivas llegarían al cerebro afectando su 
funcionamiento y tornando inviable al organismo. Las células de la barrera poseen 
proteínas específicas que transportan de forma activa sustancias como la glucosa a 
través de la barrera. 

Biomaterial Cualquier sustancia diferente a un fármacos o combinación de sustancias sintéticas 
o de origen natural, que pueden ser utilizados en cualquier instante, como un todo 
o parte de un sistema que trata, aumenta, o remplaza cualquier tejido, órgano o 
función del cuerpo 

Celoidina Sustancia procedente de la evaporación incompleta del colodión obteniendo una 
mezcla de dinitro y trinicelulosa, que se emplea en fotografía, cirugía y para incluir 
preparaciones microscópicas. 

Compósito Sustancia compuesta de dos o más elementos diferentes entre sí. 

Cono axónico Parte del pericarion de una neurona que da inicio al axón 

http://es.wikipedia.org/wiki/Cr%C3%A1neo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hueso_occipital
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Cromatólisis Del griego chromatos = color y lysis = disolución o ruptura. Disolución de los cuerpos 
de Nissl de una neurona como resultado de la lesión de su axón. 

Cuerpos de Nissl Retículo endoplasmático granuloso de las neuronas. Se conocen así en honor al 
neurólogo alemán Franz Nissl, quien los descubrió en 1884. 

Cuerpos de Nissl Retículo endoplasmático granuloso de las neuronas. Se conocen así en honor al 
neurólogo alemán Franz Nissl, quien los descubrió en 1884. 

Dalton Unidad de masa molecular equivalente a la masa de un átomo de hidrógeno 
(1,66 × 10−24gramos). 

DAPI 4',6 – diamidino – 2 - fenilindol, es un colorante fluorescente que se une 
fuertemente a regiones ricas en adenina y timina en el ADN por lo que se utiliza 
ampliamente en la microscopía de fluorescencia. DAPI puede pasar a través de una 
membrana celular intacta por lo tanto puede ser utilizado para teñir las células 
tanto en vivo como fijadas. 

Degeneración 
Walleriana 

Cambio en un axón y su vaina de mielina distales en relación con el sitio de lesión 
del axón. Se llama así en honor de Augustus Waller, fisiólogo inglés que describió el 
fenómeno entre 1850 y 1852. 

Dendrita Del griego dendron = árbol. Procesos de las neuronas que pueden ramificarse en 
forma parecida a un árbol. 

Disco intervertebral Formación de naturaleza fibrocartilaginosa en forma de disco que se interpone 
entre la zona de contacto de dos vértebras contiguas. Su función es facilitar los 
movimientos de flexión, extensión y lateralización, además de actuar como 
lubricante y amortiguador de las cargas que sufre la columna vertebral. 

Dominio Región de una proteína con estructura terciaria distintiva, por ejemplo, globular o 
forma de bastón, y actividad característica; puede haber dominios homólogos en 
diferentes proteínas. 

Duramadre Del latín durus = duro y mater = madre. Recubrimiento meníngeo duro más externo 
del cerebro. 

Entrampar Meterse en un trampal o atolladero. Engañar artificiosamente. 

Epéndimo Del griego ependyma = vestimenta superior. Células de revestimiento de los 
ventrículos cerebrales y del conducto central de la médula espinal llamado canal 
ependimario. 

Ex vivo Referente a los experimentos o medidas realizados en o sobre tejidos biológicos de 
un organismo en un ambiente artificial fuera del organismo con las alteraciones 
mínimas de las condiciones naturales. 

Factor de crecimiento de 
fibroblastos (FGF) 

Familia de proteínas de señalización que se utilizan en el desarrollo de casi todos los 
tejidos en la mayoría o la totalidad de los animales. Los FGF a menudo son 
angiogénicos o mitogénicos. Los receptores son tirosincinasas y algunas mutaciones 
receptoras están asociadas con defectos congénitos hereditarios 
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Factor de crecimiento 
transformante (TGF) 

Corresponde a una familia de proteínas de señalización que se utilizan en el 
desarrollo de casi todos los tejidos en la mayoría o la totalidad de los animales. 

Fenotipo Características físicas y fisiológicas detectables de una célula u organismos 
determinadas por su genotipo: también, rasgo específico asociado con un alelo en 
particular. 

Fibronectina Glicoproteína dimérica de alto peso molecular (440 kDa aprox.) presente en la 
matriz extracelular de la mayoría de los tejidos celulares animales compuesta por 
dos subunidades muy largas unidas por puentes bisulfuro situados cerca del 
extremo carboxilo. Cada subunidad está formada por una serie de dominios 
funcionalmente distintos separados por regiones polipeptídicas flexibles. Estos 
dominios están compuestos por módulos más pequeños que, al repetirse 
secuencialmente y estar codificados por un exón diferente, sugieren que el exón de 
la fibronectina se originó por duplicaciones exónicas múltiples. La fibronectina no 
solo juega un papel importante en la adhesión de las células a la matriz, sino que 
también actúa como guía de las migraciones celulares que tiene lugar en los 
embriones de los vertebrados. 

Genotipo Constitución genética completa de una célula individual u organismo, en la que 
generalmente se destacan alelos particulares en uno o más locus específicos. 

Glicoproteínas Cualquier proteína a la cual están unidas en forma covalente una o más cadenas de 
oligosacáridos. 

Glicosaminoglucanos 
(GAG) 

Largo polímero lineal, altamente cargado, de un disacárido repetido, en el cual un 
miembro del par suele ser un azúcar ácido (ácido urónico) y el otro es un amino 
azúcar. Generalmente muchos residuos suelen ser sulfatados. 

Graficación Estudio de algoritmos para el diseño e implementación de representaciones graficas 
de los datos que permite presentar visualmente la relación matemática o 
correlación estadística que guardan entre sí. 

Hematoma extradural Hematoma localizado entre la duramadre y la tabla interna del cráneo. Los síntomas 
empiezan con vómitos, cefalea, éxtasis papilar, rigidez de nuca, convulsiones y 
hemiplejía. El tratamiento es la craneotomía con el correspondiente vaciado del 
hematoma y la ligadura de la arteria afectada. 

Hematoma subdural Hematoma localizado en el espacio subdural debido a una hemorragia 
postraumática en las meninges; produce unos síntomas similares al hematoma 
extradural. El tratamiento es quirúrgico. 

Hemilaminectomía Intervención quirúrgica que consiste en la extirpación de una lámina ósea en un 
lado de la columna vertebral, como en los casos de hernia del disco intervertebral. 

Inclusión Método utilizado para endurecer tejidos que consiste en infiltrar la muestra con 
sustancias líquidas que tras un proceso de polimerización o enfriamiento se 
solidifican, sin afectar a las características del tejido 

Integrinas Familia de proteínas transmembranales heterodiméricas que favorece la adhesión 
de células a la matriz extracelular o a la superficie de otras células. 
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Intratecal Que se localiza o se produce dentro de una envoltura, como dentro de las 
envolturas meníngeas o en el espacio subaracnoideo. 

Laminectomia Operación quirúrgica que pretende descomprimir la médula o enderezarla mediante 
la resección de una o varias láminas de las vértebras. 

Línea celular Población ce células cultivadas, de origen animal o vegetal, que han sufrido una 
modificación genética que les permite dividirse indefinidamente. Las líneas celulares 
pueden ser por consecuencia de la transformación viral o química y se dice que son 
inmortales. 

Matriz extracelular 
(MEC) 

Red generalmente insoluble que consiste en polisacáridos, proteínas fibrosas y 
proteínas adhesivas que son secretadas por las células animales. Provee sostén 
estructural a los tejidos y puede afectar el desarrollo y las funciones bioquímicas de 
la célula. 

Microglía Del griego mikros = pequeño y glía = goma. Pequeñas células intersticiales de apoyo 
no neuronal del sistema nervioso central. 

Mielina Sustancia lipídica que rodea los axones de las neuronas mielínicas. Está formada por 
fosfolípidos, colesterol y proteínas, y desempeña una función aislante del impulso 
nervioso. La mielina se mantiene unida al axón gracias a la presencia de las células 
de Schwann que se disponen enrolladas a su alrededor. 

Monómero Cualquier molécula que puede unirse químicamente con otras del mismo tipo para 
formar un polímero. 

Motivos En las proteínas, estructura corta conservada, que puede reconocerse por la 
secuencia primaria de aminoácidos. Por lo general, un motivo es indicativo de una 
arquitectura tridimensional y se asocia con una propiedad funcional específica. Por 
ejemplo, un motivo de cremallera de leucina indica la presencia de un dominio de 
espiral enrollado con capacidad de unirse a ADN. 

Nestina Proteína de filamento intermedio del tipo VI expresada en la mayoría de las células 
nerviosas, está implicada en el crecimiento radial del axón. 

 

Neurodegenerativo Que provoca la destrucción o muerte progresiva de las neuronas en sistemas o 
estructuras nerviosas. 

Neurofilamento Clase de filamento intermedio que se encuentra sólo en las neuronas y que 
determina el diámetro de los axones. 

Neuropilinas Glicoproteína predominantemente transmembranal, existen dos formas de 
neurolpilinas NPR – 1 y NPR – 2, fungen como correceptores para otra clase de 
proteínas conocidas como semaforinas. De las semaforinas, NPR – 1 y NPR – 2 son 
receptores específicos de las semaforinas clase 3 que entre diversas funciones son 
responsables de la guía de axones en el desarrollo del sistema nervioso de los 
vertebrados. 

http://es.mimi.hu/medicina/muerte.html
http://es.mimi.hu/medicina/sistema.html
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Neuropraxia Del latín neuralis = nervio y del griego apraxia =falta de acción. Falta de conducción 
nerviosa son daño estructural. 

Neuroprotector Efecto de cualquier sustancia o molécula química o biológica, que previenen, 
mitigan o retrasan los procesos neurodegenerativos. 

Neurotmesis Del latín neuralis = nervio; griego tmesis = cortar. Sección parcial o total de un 
nervio con interrupción del axón, vaina de mielina y elementos del tejido 
conjuntivo. 

Neurotóficos Del latín neuralis = nervio; trophe = nutrición. Que se relaciona con los trastornos 
tróficos de origen nervioso, es decir, que tiene efecto protector o restaurador sobre 
las células nerviosas. 

Oligodendroglia Del griego oligos = pocos, unos cuantos; dendron = árbol y glía = goma. Células 
neurogliales con pocas ramificaciones. 

Padecimiento Acción de padecer o sufrir daño, injuria, enfermedad, etc. 

Pericarion Soma o cuerpo celular de la neurona que contiene al núcleo, nucléolo y orgánulos 
como los cuerpos de Nissl, retículo endoplásmico liso, aparato de Golgi, 
mitocondrias y al citoesqueleto. 

Piamadre Del latín pia = tierna, blanda; mater = madre. Capa meníngea más interna que cubre 
el encéfalo y la médula espinal 

Pictórico Perteneciente o relativo a la pintura. 

Plasticidad celular Capacidad que poseen las células madre de un tejido para producir tipos celulares 
diferenciados de otro órgano o tejido. Asimismo, ya se ha demostrado que una 
célula puede diferenciarse en otra y volver a su estado original, debido a que la 
diferenciación no se basa en etapas irreversibles conducidas por reordenamientos 
génicos, sino por silenciamientos debido a factores no genéticos determinantes de 
la ontogenia o por genes silenciados activados. 

Presión oncótica Forma de presión osmótica debida a las proteínas plasmáticas que aparece entre el 
compartimento vascular e intersticial, presión que suele tender a meter agua en el 
sistema circulatorio. La presión oncótica también es conocida como presión 
coloidosmótica. Es la fuerza contraria a la presión hidrostática. 

Proteína ácida fibrogliar 

(GFAP) 

Proteína fibrosa que forma parte de los filamentos intermedios del citoesqueleto 
intracelular, en particular de células gliales como los astrocitos y células de 
Schwann. Descrita por primera vez en 1971, la GFAP es una proteína de tipo III de 
los filamentos intermedios codificada por un gen que se encuentra, en humanos, en 
el cromosoma 17. Su función principal es proteger la rígida organización de la 
estructura tridimensional interna de los astrocitos del cerebro permitiéndoles, sin 
embargo, considerable flexibilidad y curvatura. En ciertas células se encuentra 
estrechamente relacionada con filamentos de vimentina, desmina y periferina, los 
cuales están implicados en la estructura y función del citoesqueleto. 
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Proteoglicano Grupo de glicoproteínas que contienen una proteína central a la cual se adhieren 
uno o más glicosaminoglucanos. Se encuentran en casi todas las matrices 
extracelulares animales y algunas son proteínas integrales de membrana. 

Sinapsis Del griego sinapsis = unión, conexión o broche. Termino que introdujo Sherrington 
en 1897 para describir la región especializada entre la terminación axónica de una 
neurona y una neurona adyacente u otra célula excitable a través de la cual se 
transmiten los impulsos. En una sinapsis química, el impulso es conducido por un 
neurotransmisor; en una sinapsis eléctrica, la transmisión del impulso tiene lugar a 
través de las uniones de hendidura que conectan las células presináptica y 
postsináptica. 

Síndrome de Horner Caída del párpado, contracción de la pupila, retracción del globo ocular y pérdida de 
la sudación en la cara constituyen el síndrome que describió Johann Fredrich 
Horner, un oftalmólogo suizo, en 1869. El síndrome se debe a interrupción de las 
fibras simpáticas descendentes. 

Subdural Dícese de la estructura de un órgano que se halla situado debajo de la duramadre 

Toracotomía Operación que consiste en la abertura de la pared torácica, ya sea con fines 
exploratorios y de diagnosis o para efectuar una intervención cardíaca, pulmonar o 
esofágica. 

Tubulina Familia de proteínas globulares formada por las tubulinas alfa (α), beta (β) y gamma 
(γ), que comparten una identidad entre sus cadenas de aminoácidos de 35-40%, 
aunque su similitud con cualquier otra proteína conocida es mínima. Las tubulinas α 
y β son las subunidades esenciales de los microtúbulos, mientras que la tubulina γ 
es un componente fundamental del centrosoma. Existen asimismo otras variantes 
menores, que no están presentes en todos los organismos eucariotas, denominadas 
tubulina-delta (δ), épsilon (ε) y zeta (ζ). 

Uniones en hendidura Canal revestido de proteínas que conectan los citoplasmas de células animales 
adyacentes y permite el pasaje de iones y moléculas pequeñas entre las células. 

Vaina de mielina Membrana celular especializada apilada que forma una capa aislante alrededor de 
los axones de los vertebraros e incrementa la velocidad de la conducción de los 
impulsos. 
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A.1. Métodos para el análisis superficial de biomateriales. 

Método Principio Penetración Resolución. Sensibilidad. 

Ángulo de contacto (AC) 
La energía superficial se estima a 
partir del mojado de líquido sobe 
superficies. 

3 a 20 𝐴̇ 1 mm [a] 

Baja o alta, 
dependiendo de la 
composición 
química. 

Espectroscopia 
electrónica para análisis 
químico (ESCA o XPS) 

Los rayos X producen la emisión 
de electrones de energía 
característica 

10 a 250 𝐴̇ 8 a 15 mm 0.1 % [atómica] 

Espectroscopia 
electrónica de Auger [b] 

Un haz de electrones enfocado 
sobre la superficie produce la 
emisión de electrones Auger 

50 a 100 𝐴̇ 100 𝐴̇ 0.1 % [atómica] 

Espectroscopia de masa 
de iones secundarios 
(SIMS) 

Un bombardeo de iones lleva a la 
emisión de iones secundarios 
desde la superficie. 

10 𝐴̇ a 1 µm [c] 500 𝐴̇ Muy alta 

Espectroscopia infrarroja 
por transformada de 
Fourier y reflexión total 
atenuada (ATR – FTIR) 

La radiación infrarroja es 
absorbida por vibraciones 
moleculares excitadas. 

1 a 5 µm 10 µm 1 mol% 

Microscopía de efecto 
túnel (STM) [d] 

Medida de la corriente tipo túnel 
cuántico entre una sonda metálica 
y una superficie conductora. 

5 𝐴̇ 1 𝐴̇ Átomos individuales 

Microscopía electrónica 
de barrido (SEM, ESEM) 

Se mide y visualiza especialmente 
la emisión de electrones 
secundarios causada por un haz 
de electrones enfocado hacia la 
superficie. 

5 𝐴̇ 40 𝐴̇ 
Alto, no 
cuantitativo. 

 [a] El tamaño de una gota pequeña es de 1mm. Sin embargo, la resolución espacial de la línea interfacial en el borde 
de la gota es aproximadamente de 0.1 mm. 

[b] La espectroscopia electrónica Auger daña la superficie de materiales orgánicos y se emplea usualmente para 
materiales inorgánicos. 

[c] SIMS estático aproximadamente 10 Ȧ; SIMS dinámico hasta 1 m. 

[d] Pata materiales aislantes se emplea microscopía de fuerza atómica (AFM) que tiene una resolución espacial cercana 
a la del STM. 
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A.2. Pares nerviosos. 
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A.3. Escala Basso -  Beattie – Bresnahan: Locomoción y funcionalidad en ratas. 

Valor Descripción. 

0 Sin movimiento observable en las extremidades posteriores. 

1 Ligero movimiento de 1 ó 2 articulaciones, generalmente cadera y/o rodilla. 

2 Movimiento extenso en 1 sola articulación o extenso movimiento en 1articulación y movimiento 
discreto en otra. 

3 Movimiento extenso en 2 articulaciones. 

4 Ligero movimiento de las 3 articulaciones de la extremidad. 

5 Ligero movimiento de 2 articulaciones y movimiento extenso de la tercera. 

6 Movimiento extenso de 3 articulaciones y movimiento discreto de la tercera. 

7 Movimiento extenso de las 3 articulaciones de las extremidades posteriores. 

8 Arrastre con incapacidad para soportar el tren posterior o colocar la planta de la pata. 

9 Colocación de la planta de la pata con soporte del tren posterior por un instante o soporte del 
tren posterior ocasional, frecuente o consistentemente sin apoyar la planta al caminar. 

10 Soporte ocasional del tren posterior dando algunos pasos. No hay coordinación de las 
extremidades anteriores con las posteriores. 

11 Soporte del tren posterior frecuente u ocasionalmente dando pasos apoyando la planta. No hay 
coordinación de las extremidades anteriores con las posteriores. 

12 Soporte del tren posterior frecuente u ocasionalmente dando pasos apoyando la planta. 
Coordinación ocasional de las extremidades anteriores con las posteriores. 
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13 Soporte del tren posterior frecuente u ocasionalmente dando pasos apoyando la planta. 
Coordinación frecuente de las extremidades anteriores con las posteriores. 

14 Soporte consiste en el tren posterior dando pasos con la planta de la pata, coordinación 
consistente de las extremidades anteriores con las posteriores y colocación de la pata durante 
la locomoción predominantemente rotada (interna o externamente) al hacer contacto inicial 
con la superficie, así como poco antes de terminar o pasos plantares frecuentes, coordinación 
consistente de los miembros anteriores y posteriores y soporte de peso ocasional en la 
superficie dorsal de la pata. 

15 Soporte del tren posterior consistente y coordinación consistente de las extremidades 
anteriores con las posteriores sin apoyo del todo correcto durante el avance del miembro hacia 
delante. Colocación de la planta predominantemente paralela al cuerpo al contacto inicial. 

16 Pasos plantares consistentes y coordinación consistente de las extremidades anteriores con las 
posteriores durante la marcha y colocación adecuada frecuentemente durante el avance del 
miembro hacia adelante. Colocación predominante de la pata en paralelo al contacto inicial y 
rotada al terminar. 

17 Pasos plantares consistentes y coordinación consistente de las extremidades anteriores con las 
posteriores durante la marcha y colocación correcta frecuentemente durante el avance del 
miembro hacia delante. Colocación de la planta predominantemente en paralelo al contacto 
inicial y al finalizar. 

18 Pasos plantares consistentes y coordinación consistente de las extremidades anteriores con las 
posteriores durante la marcha y apoyo correcto consistentemente durante el avance del 
miembro hacia delante. Colocación de la pata en paralelo al contacto inicial y rotado al término. 

19 Pasos plantares consistentes y coordinación consistente de las extremidades anteriores con las 
posteriores durante la marcha y apoyo correcto consistentemente durante el avance del 
miembro hacia delante. Colocación de la pata en paralelo al contacto inicial y al término y la cola 
abajo la mayor parte o todo el tiempo. 

20 Pasos plantares consistentes y marcha coordinada consistentemente, apoyo consistente 
colocación de la pata predominantemente en paralelo al contacto inicial y al término e 
inestabilidad del tronco. La cola consistentemente arriba. 

21 Pasos plantares consistentes, marcha coordinada, apoyo correcto, colocación de la pata 
predominantemente en paralelo a través de toda la estancia. Estabilidad consistente del tronco 
y la cola consistentemente arriba. 
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A.4.Formato de evaluación para la escala Basso -  Beattie – Bresnahan. 
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A.5. Solución fijadora de Karnosky. 

Para 100 mL 

1. Disolver 4 gr de paraformaldehído en 50 ml de agua, agitar y calentar a 60 – 70 ºC 
2. Añadir 3 a 4 gotas de KOH 1N hasta aclarar la solución. 
3. Al llegar a los 70 ºC se observará que la disolución, antes turbia, se torna rápidamente 
transparente. 
4. Añadir 10 ml de glutaraldehído al 50%. 
5. Aforar a 100 ml con solución amortiguadora de fosfato 0.1 M pH 7.2. 
6. Mantener en refrigeración a 4 °C aun en el momento de su utilización. 
7. A las 24 horas lavar el material fijado en PBS pH 7.2 realizando un cambio cada media 
hora hasta completar 5 cambios. 
8. Refrigerar el material en PBS hasta máximo por una semana. 

 

NOTA: Se realizará el proceso en campana de extracción para no respirar los vapores que resultan 
tóxicos. 
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A.6. Tinción de Lapham de Floxina - Verde rápido para mielina y fibras gliales  

Referencias. (80, 95)  
 
Requerimientos técnicos. 

Espesor de corte: 6 a 12 micra. 
Soluciones: 

Solución de galocianina 
Sulfato de potasio y cromo  5.0 g 
Galocianina    0.15 g 
Agua destilada 100.0 mL 

Calentar y llevar a ebullición. Hervir por 15 a 20 minutos. Filtrar una vez frío 
Solución de floxina al 0.5% 

Floxina B  0.5 g 
Agua destilada 100.0 mL 

Solución de verde rápido al 0.05% 
Verde rápido FCF      0.05 g 
Agua destilada 100.0 mL 

Procedimiento de tinción. 
1. Desparafinar y rehidratar la muestra hasta agua destilada. 
2. Sumergir la muestra en solución fresca y filtrada de galocianina, e incubar toda 
la noche a temperatura ambiente. 
3. Lavar con agua corriente por 5 minutos y realizar dos cambios en agua 
destilada. 
4. Sumergir por 5 minutos en solución de floxina. 
5. Lavar en agua corriente por 3 minutos. 
6. Sumergir en ácido fosfotúngstico acuoso al 5% por 1 minuto. 
7. Lavar con agua corriente por 3 minutos. 
8. Colocar en ácido acético 1% por 2 minutos. 
9. Diferenciar por 1 a 2 minutos en alcohol al 80%. Verificar en el microscopio 
después de 1 minuto. La mielina debe observarse claramente. 
10. Colocar en solución de ácido acético 1% por 1 minuto. 
11. Sumergir en solución de verde rápido por un minuto. 
12. Deshidratar en tres cambios de alcohol al 95% y tres cambios de alcohol 
absoluto. 
13. Limpiar con tres o cuatro cambios de xileno. 
14. Montar la preparación. 

Resultados: 
Mielina Magenta 
Fibras gliales Verde 
Astrocitos Verde 
Núcleo Negro o azul obscuro 
Nucléolo Usualmente rojo 
Colágeno Verde 
Neuronas Negro 
Oligodendrocitos Rojo  
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A.7. Estadísticos de regresión lineal ´para el ángulo de contacto en la región I. 

 

 P1 P2 

Best-fit values ± SE Perfect line  

Equation Y = -8.28*X + 49.7 Y = -5.49*X + 67.1 

Slope -8.28 -5.49 ± 0.975 

Y-intercept 49.7 67.1 ± 4.29 

X-intercept 6 12.2 

1/slope -0.121 -0.182 

95% Confidence Intervals 

Slope  -17.9 to 6.9 

Goodness of Fit 

R square 1 0.969 

Sy.x  4.84 

Is slope significantly non-zero? 

F  31.7 

DFn, DFd  1, 1 

P value  0.112 

Deviation from zero?  Not Significant 

Runs test 

Points above line  2 

Points below line  1 

Number of runs  3 

P value (runs test)  >0.999 

Deviation from linearity  Not Significant 

Data 

Number of X values 3 3 

Maximum number of Y replicates 1 1 

Total number of values 2 3 

Number of missing values 1 0 
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A.8. Estadísticos de regresión lineal ´para el ángulo de contacto en la región II. 

 

Best-fit values ± SE P1 P2 

Equation Y = 0.839*X + 23.3 Y = 2.28*X + 13.6 

Slope 0.839 ± 0.202 2.28 ± 0.481 

Y-intercept 23.3 ± 1.83 13.6 ± 4.95 

X-intercept -27.8 -5.95 

1/slope 1.19 0.439 

95% Confidence Intervals 

Slope -0.0301 to 1.71 -3.84 to 8.39 

Goodness of Fit 

R square 0.896 0.957 

Sy.x 1.49 2.04 

Is slope significantly non-zero?   

F 17.3 22.4 

DFn, DFd 1, 2 1, 1 

P value 0.0534 0.1325 

Deviation from zero? Not Significant Not Significant 

Runs test 

Points above line 2 2 

Points below line 2 1 

Number of runs 3 3 

P value (runs test) 0.6667 >0.9999 

Deviation from linearity Not Significant Not Significant 

Data 

Number of X values 4 4 

Maximum number of Y replicates 1 1 

Total number of values 4 3 

Number of missing values 0 1 
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A.9. Estadísticos de regresión lineal ́ para el ángulo de contacto en la región III. 

 

Best-fit values ± SE P1 P2 

Equation Y = -0.0697*X + 34 Y = 0.078*X + 42.6 

Slope -0.0697 ± 0.0756 0.078 ± 0.0667 

Y-intercept 34 ± 1.69 42.6 ± 1.5 

X-intercept 488 -546 

1/slope -14.4 12.8 

95% Confidence Intervals 

Slope -0.28 to 0.14 -0.107 to 0.263 

Goodness of Fit 

R square 0.175 0.255 

Sy.x 1.07 0.941 

Is slope significantly non-zero? 

F 0.85 1.37 

DFn, DFd 1, 4 1, 4 

P value 0.409 0.307 

Deviation from zero? Not Significant Not Significant 

Runs test 

Points above line 4 3 

Points below line 2 3 

Number of runs 4 4 

P value (runs test) 0.8 0.7 

Deviation from linearity Not Significant Not Significant 

Data 

Number of X values 6 6 

Maximum number of Y replicates 1 1 

Total number of values 6 6 

Number of missing values 0 0 
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A.10. Estadísticos de grupos para prueba de concentraciones de albúmina. 

 

Table Analyzed Dunnet 

Two-way RM ANOVA Matching: Both factors 

Alpha 0.05 

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant? 

BBB 22.8 <0.001 **** Yes 

Tx 47.2 0.013 * Yes 

Interaction: BBB x Tx 11.2 <0.001 *** Yes 

Interaction: BBB x Subjects 0.774 

Interaction: Tx x Subjects 10.8 

Subjects 0.686 

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value 

BBB 247 7 35.2 F (7, 14) = 58.8 P<0.001 

Tx 511 3 170 F (3, 6) = 8.75 P=0.013 

Interaction: BBB x Tx 122 21 5.8 F (21, 42) = 3.42 P<0.001 

Interaction: BBB x Subjects 8.38 14 0.598 

Interaction: Tx x Subjects 117 6 19.5 

Subjects 7.42 2 3.71 

Residual 71.2 42 1.69 

 

Compare column means (main 
column effect) 

Number of families 1 

Number of 
comparisons per 
family 

3 

Alpha 0.05 

Dunnett's multiple 
comparisons test 

Mean 
Diff. 

95.00% CI of 
diff. 

Significant? Summary 
Adjusted 
P Value 

7 vs. LTME 3.31 -0.634 to 7.26 No ns 0.094 

14 vs. LTME 5.41 1.46 to 9.35 Yes * 0.013 

21 vs. LTME -0.0208 -3.97 to 3.93 No ns >0.999 

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. N1 N2 q DF 

7 vs. LTME 5.94 2.63 3.31 1.27 24 24 2.6 6 

14 vs. LTME 8.03 2.63 5.41 1.27 24 24 4.25 6 

21 vs. LTME 2.6 2.63 -0.0208 1.27 24 24 0.0164 6 
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A.11. Estadísticos de grupo control sin LTME con microinyección. 

 

Table Analyzed Control Dunnet 

Two-way RM ANOVA Matching: Both factors 

Alpha 0.05 

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant? 

BBB 21.2 <.001 *** Yes 

Tx 37.3 .002 ** Yes 

Interaction: BBB x Tx 26.4 <.001 *** Yes 

Interaction: BBB x Subjects 2.09 

Interaction: Tx x Subjects 3.94 

Subjects 2.16 

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value 

BBB 70.1 7 10 F (7, 14) = 20.3 P<.001 

Tx 123 3 41.1 F (3, 6) = 18.9 P=.002 

Interaction: BBB x Tx 87.3 21 4.16 F (21, 42) = 7.66 P<.001 

Interaction: BBB x Subjects 6.91 14 0.494 

Interaction: Tx x Subjects 13 6 2.17 

Subjects 7.16 2 3.58 

Residual 22.8 42 0.543 

 

Compare column means (main 
column effect) 

Number of families 1 

Number of 
comparisons per family 

3 

Alpha 0.05 

Dunnett's multiple 
comparisons test 

Mean 
Diff. 

95.00% CI of 
diff. 

Significant? Summary 
Adjusted 
P Value 

P1 vs. Vehículo 0.0917 -1.23 to 1.41 No ns .992 

P2 vs. Vehículo -0.658 -1.98 to 0.66 No ns .358 

RSA vs. Vehículo -2.72 -4.04 to -1.4 Yes ** .002 

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. N1 N2 q DF 

P1 vs. Vehículo 20.9 20.8 0.0917 0.425 24 24 0.215 6 

P2 vs. Vehículo 20.1 20.8 -0.658 0.425 24 24 1.55 6 

RSA vs. Vehículo 18.1 20.8 -2.72 0.425 24 24 6.4 6 
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A.12. Estadísticos de grupos con LTME con microinyección. 

 

Table Analyzed LTME Dunnet 

Two-way RM ANOVA Matching: Both factors 

Alpha 0.05 

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant? 

BBB 15.6 <.001 *** Yes 

Tx 33.2 .002 ** Yes 

Interaction: BBB x Tx 3.99 <.001 *** Yes 

Interaction: BBB x Subjects 1.13 

Interaction: Tx x Subjects 30.7 

Subjects 7.04 

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value 

BBB 1158 7 165 F (7, 35) = 69 P<.001 

Tx 2462 5 492 F (5, 25) = 5.41 P=.002 

Interaction: BBB x Tx 296 35 8.45 F (35, 175) = 2.38 P<.001 

Interaction: BBB x Subjects 83.9 35 2.4 

Interaction: Tx x Subjects 2274 25 91 

Subjects 522 5 104 

Residual 621 175 3.55 

 

Compare column means (main column 
effect) 

Number of families 1 

Number of 
comparisons per family 

5 

Alpha 0.05 

Dunnett's multiple 
comparisons test 

Mean Diff. 
95.00% CI of 

diff. 
Significant? Summary 

Adjusted 
P Value 

LTME+RSA vs. LTME 1.19 -4.04 to 6.42 No ns .959 
L+P1 vs. LTME 6.29 1.06 to 11.5 Yes * .015 

LTME+P1+RSA vs. LTME -0.833 -6.07 to 4.4 No ns .991 
LTME+P2 vs. LTME -0.615 -5.85 to 4.62 No ns .997 

LTME+P2+RSA vs. LTME 5.66 0.424 to 10.9 Yes * .031 

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. N1 N2 q DF 
LTME+RSA vs. LTME 6.29 5.1 1.19 1.95 48 48 0.61 25 
LTME+P1 vs. LTME 11.4 5.1 6.29 1.95 48 48 3.23 25 

LTME+P1+RSAA vs. LTME 4.27 5.1 -0.833 1.95 48 48 0.428 25 
LTME+P2 vs. LTME 4.49 5.1 -0.615 1.95 48 48 0.316 25 

LTME+P2+RSA vs. LTME 10.8 5.1 5.66 1.95 48 48 2.91 25 
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A.13. Composición de solución amortiguadora de fosfatos (PBS). 
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