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RESUMEN 

 

La lesión traumática de la médula espinal (LTME) puede causar parálisis y discapacidad 

permanente. Aunque su efecto benéfico es limitado, a la fecha la rehabilitación (RB) es el único 

tratamiento aceptado en la clínica. Nuestro grupo de investigación demostró previamente que 

el polipirrol/yodo (PPy/I) sintetizado por plasma promueve la recuperación de la función motora 

después de una LTME, por lo que en el presente proyecto se evaluó el efecto del PPy/I 

sintetizado por plasma aplicado en combinación con un esquema mixto de RB sobre la 

recuperación funcional y los mecanismos involucrados en ello. Se utilizaron ratas Long-Evans 

adultas a las que se les produjo una LTME por contusión moderada utilizando el impactador 

NYU y se dividieron en 4 grupos: sin tratamiento (control); con biopolímero (PPy/I); con 

esquema mixto de RB mediante natación y ambiente enriquecido (SW/EE); y con el tratamiento 

combinado (PPy/I+SW/EE). Ocho semanas después de la LTME, la salud general de los 

animales que recibieron cualquiera de los tratamientos fue mejor comparada con los animales 

del grupo control. La recuperación motora evaluada con la escala de nado Louisville (LSS) y 

la de campo abierto de Basso-Beattie-Bresnahan (BBB), fue mejor y se logró en menos tiempo 

con el tratamiento combinado PPy/I+SW/EE. El tejido medular se preservó mejor en los 

animales a los que se les administró PPy/I y PPy/I+SW/EE, redujeron la pérdida neuronal y de 

oligodendrocitos en el tejido circundante al epicentro de la lesión. En los tres grupos que 

recibieron alguno de los tratamientos, también se observó la presencia de vasos sanguíneos 

de nueva formación, lo cual no ocurrió en el grupo control. El análisis de la expresión génica 

en los grupos tratados con PPy/I y PPy/I+SW/EE mostró que estos tratamientos pueden 

modificar genes que participan en procesos biológicos relacionados con el ciclo celular, 

proliferación, crecimiento axonal, regeneración y plasticidad. Estos dos últimos procesos se 

correlacionaron con la identificación inmunohistoquímica de proteínas como βIII-tubulina 

(relacionada con la plasticidad nerviosa) y GAP-43 (involucrada en la regeneración nerviosa), 

que fueron expresadas de forma significativa en la médula espinal de los tres grupos con 

tratamiento. Más aún, los animales tratados con SW/EE y PPy/I+SW/EE exhibieron fibras 

positivas a βIII-tubulina que cruzaron el sitio de lesión y colocalizaron con GAP-43. En 

contraste, la MBP (asociada con el proceso de mielinización), mostró una discreta expresión 

en el epicentro de la lesión pero sin colocalizar con la βIII-tubulina, mientras que la expresión 

de GFAP (proteína expresada por los astrocitos reactivos que forman la cicatriz glial), 
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disminuyó en los 3 grupos tratados. El uso de un esquema de rehabilitación mixta (SW/EE) en 

combinación con la aplicación del biopolímero PPy/I sintetizado por plasma, disminuye la 

formación de la cicatriz glial, favorece los procesos de regeneración y plasticidad nerviosa y la 

recuperación funcional, por lo que podría representar una alternativa terapéutica para la LTME. 
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ABSTRACT 

 

Traumatic spinal cord injury (TSCI) can cause paralysis and permanent disability. Although its 

beneficial effect is limited, to date rehabilitation (RB) is the only accepted treatment in the clinic. 

Our research group previously demonstrated that plasma-synthesized polypyrrole/iodine 

(PPy/I) promotes recovery of motor function after TSCI, so in the present project we evaluated 

the effect of plasma-synthesized PPy/I applied in combination with a mixed RB scheme on 

functional recovery and the mechanisms involved in it. Adult Long-Evans rats that underwent 

moderate contusion TSCI using the NYU impactor were divided into 4 groups: no treatment 

(control); with biopolymer (PPy/I); with mixed RB scheme using swimming and enriched 

environment (SW/EE); and with the combined treatment (PPy/I+SW/EE). Eight weeks after 

TSCI, the general health of animals receiving any of the treatments was better compared to 

animals in the control group. Motor recovery assessed with the Louisville swimming scale (LSS) 

and the Basso-Beattie-Bresnahan open field scale (BBB), was better and achieved in less time 

with the combined PPy/I+SW/EE treatment. Spinal cord tissue was better preserved in animals 

given PPy/I and PPy/I+SW/EE, reduced neuronal and oligodendrocyte loss in the tissue 

surrounding the epicenter of injury. In the three groups that received any of the treatments, the 

presence of newly formed blood vessels was also observed, which did not occur in the control 

group. Gene expression analysis in the PPy/I and PPy/I+SW/EE treated groups showed that 

these treatments can modify genes involved in biological processes related to cell cycle, 

proliferation, axonal growth, regeneration and plasticity. The latter two processes correlated 

with the immunohistochemical identification of proteins such as βIII-tubulin (related to nerve 

plasticity) and GAP-43 (involved in nerve regeneration), which were significantly expressed in 

the spinal cord of all three treatment groups. Moreover, SW/EE- and PPy/I+SW/EE-treated 

animals exhibited βIII-tubulin-positive fibers that crossed the injury site and colocalized with 

GAP-43. In contrast, MBP (associated with the myelination process), showed discrete 

expression at the lesion epicenter but without colocalizing with βIII-tubulin, while GFAP 

expression (protein expressed by reactive astrocytes that form the glial scar), decreased in all 

3 treated groups. The use of a mixed rehabilitation scheme (SW/EE) in combination with the 

application of plasma-synthesized PPy/I biopolymer decreases glial scar formation, favors 

nerve regeneration and plasticity processes and functional recovery, so it could represent a 

therapeutic alternative for TSCI.  
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I. INTRODUCCIÓN. 

 

I.1. MÉDULA ESPINAL.  

La médula espinal forma parte del Sistema Nervioso Central junto con el cerebro, es un cilindro 

continuo de tejido nervioso que se encuentra cubierto por tres meninges denominadas: 

duramadre, aracnoides y piamadre, que le brindan soporte, nutrición y protección. 

Conjuntamente, la médula espinal está suspendida en líquido cefalorraquídeo dentro del 

conducto raquídeo, formado por las vértebras de la columna vertebral (Fig. 1A) y está definida 

por 31 segmentos, 12 segmentos torácicos, 5 lumbares, 5 sacros y 1 coccígeo, determinados 

por los nervios espinales y la emergencia de las raíces nerviosas (Snell 2007, Watson, Paxinos 

y cols. 2009). Además, tiene dos ensanchamientos, el ensanchamiento cervical o braquial (C5-

T1) y el ensanchamiento lumbosacro (L2-S2) (Fig. 1B) (Watson, Paxinos y cols., 2009, Martini, 

Ober y cols., 2017).  

 

 

Figura 1. Anatomía externa de la médula espinal. A. Médula espinal suspendida en el líquido cefalorraquídeo y 

protegida por las tres meninges, duramadre, aracnoides y piamadre. Modificada de EHS Anatomy y Physiology 

de Zimmer Biomet (Cummings, 2001, Spine, 2018). B. Segmentos de la médula espinal determinados por los 

nervios espinales y la emergencia de las raíces nerviosas y los ensanchamientos cervical y lumbosacro. 

Modificado de Visual Anatomy and Physiology (Martini, Ober y cols., 2017). 
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De manera interna, la médula espinal está conformada por la sustancia gris y la sustancia 

blanca. La sustancia gris está organizada en forma de una mariposa o una letra H que depende 

del nivel en el que se observe y, al centro se encuentra el canal ependimario (Watson, Paxinos 

y cols., 2009). La sustancia blanca rodea la sustancia gris (Purves, Fitzpatrick y cols., 2000, 

Watson, Paxinos y cols., 2009), que consiste principalmente de axones que se extienden 

longitudinalmente y células gliales (Fig. 2). 

 

 

  

 

 

 

 
Figura 2. Anatomía interna de la médula espinal. Localización de la sustancia gris, la sustancia blanca y el 

canal ependimario. Modificado de Human Anatomy (Martini, Timmons y cols., 2012). 

 

Cuando se encuentra a un grupo de axones en un área determinada se llaman funículos y los 

paquetes más pequeños de axones que comparten características comunes con los funículos 

son llamados fascículos. Asimismo, los grupos de fibras nerviosas que comparten el mismo 

origen, curso, terminación y función, se llaman tractos; mientras que un grupo de tractos con 

una función relacionada se conoce como vías (Fig. 3) (Purves, Fitzpatrick y cols., 2000, 

Watson, Paxinos y cols., 2009).  

 

Los tractos, pueden ser ascendentes o descendientes. Los tractos ascendentes, están 

compuestos por los tractos espinotalámicos, espinocerebral y espinotectal y los tractos 

descendentes están formados por los tractos corticoespinal, vestibuloespinal, tectoespinal y 

reticuloespinal (Watson, Paxinos y cols., 2009, Longo, Fauci y cols., 2011). Estos tractos de 

axones favorecen la conducción y comunicación de los estímulos a través de la médula espinal 

al cerebro, también existen fibras en la sustancia blanca que conectan un segmento de la 

médula espinal con otro, llamadas propioespinales porque se encuentran muy cerca de la 

sustancia gris y transportan las sensaciones de la piel, así como el sentido de posición 

(propiocepción) de las extremidades y del tronco. Además, estas vías propioespinales 
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conectan los ensanchamientos braquial y lumbosacro para coordinar el movimiento de las 

extremidades (Fig.3) (Longo, Fauci y cols., 2011). 

 

 

Figura 3. Fascículos, tractos y vías nerviosas de la sustancia blanca de la médula espinal. Modificado de 

Harrison's Principles of Internal Medicine (Longo, Fauci y cols., 2011). 

 

Debido a la información sensitiva que recibe de estas regiones, la médula espinal controla el 

movimiento voluntario y los reflejos de los músculos de las extremidades del cuerpo y el tronco. 

También controla los órganos internos del cuerpo, los vasos sanguíneos del tórax, abdomen 

y pelvis. Por lo anterior, un daño a la médula espinal o a las raíces nerviosas espinales puede 

afectar la conducción de estas señales y resultar en la pérdida parcial o total de la función 

motora, sensitiva y/o autonómica por debajo del sitio de lesión (Dumont, Okonkwo y cols., 

2001) 

 

I.2. LESIÓN TRAUMÁTICA DE MÉDULA ESPINAL (LTME). 

Una lesión traumática de médula espinal (LTME) es un evento inesperado y catastrófico  que 

modifica dramáticamente la calidad de vida de las personas que sufren el daño, ocasiona 

graves afectaciones físicas y emocionales con consecuencias tanto para las personas que 

sufren la LTME como para su círculo más cercano y la sociedad (Tabla 1, Fig. 4) (Rathore, 

2010, Post y Van Leeuwen 2012).  
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Tabla 1. Promedio anual de gastos durante el primer año después de una LTME y cada año posterior, que 

depende de la severidad de la LTME en Estados Unidos de América. 

 
Promedio anual de gastos 
(al valor del dólar en 2014) 

Costo estimado por edad post-lesión  

Severidad de la 
lesión 

Primer año Cada año 25 años de edad 50 años de edad 

Tetraplejia alta  
(C1-C4) 

$1, 129, 302 $196, 107 $5, 010, 748 $2, 753, 822 

Tetraplejia baja  
(C5-C8) 

$816, 019 $120,303 $3, 661, 165 $2, 251, 944 

Paraplejia $550, 381 $72, 909 $2, 450 234 $1, 608, 015 

Funcionalidad motora 
a cualquier nivel 

$368, 562 $44, 766 $1, 674, 072 $1, 181, 564 

Modificado del Centro Nacional de Estadística de la Lesión Medular, Datos y Cifras de un vistazo. Birmingham, AL: 

Univesidad de Alabama en Birmingham, 2019  (Centro Nacional de Estadística de la Lesión Medular, J Birmingham 

2019). LTME = lesión traumática de médula espinal; C1-C4= cervicales 1-4; C5-C8 = cervicales 5-8. 

 

 

Figura 4. Costo total de la atención médica y quirúrgica en los pacientes con lesión traumática de médula 
espinal (LTME) y distribución porcentual de los costos por servicios hospitalarios en la Unidad Médica de 
alta especialidad, Centro Nacional de Occidente, IMSS de Jalisco. Modificado de Jiménez-Ávila y cols., 2012. 

 

La LTME conlleva no solo a un déficit neurológico, sino también a otros problemas de salud, 

como úlceras por presión, trombosis, espasticidad, contracturas musculares, infecciones 

frecuentes en las vías urinarias, infecciones intestinales, problemas cardiacos, problemas en 

las vías respiratorias y dolor (Tator y Fehlings 1991, Dumont, Okonkwo y cols., 2001, Silva, 

Sousa y cols., 2014). Además, tiene un impacto psicológico y social sobre el comportamiento 

de los pacientes pues con frecuencia requieren asistencia para moverse, comunicarse y 

realizar actividades de autocuidado, domésticas y laborales (Officer, Shakespeare y cols., 

2014). 
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Se estima que del 20 al 30% de las personas con LTME muestran signos clínicamente 

significativos de depresión, ya que la LTME está asociada a la desintegración familiar, la 

deserción escolar y exclusión laboral, lo que a su vez tiene un impacto negativo en la 

recuperación funcional y la salud del afectado en general (Officer, Shakespeare y cols., 2014). 

La mortalidad es particularmente alta durante el primer año posterior a la LTME y el riesgo 

aumenta con el nivel y la severidad de la lesión (Jiménez-Ávila, Álvarez-Garnier y cols., 2012, 

Officer, Shakespeare y cols., 2014). 

 

I.3. EPIDEMIOLOGÍA. 

En el 2014, la Organización Mundial de la Salud señaló que la incidencia de la LTME oscilaba 

entre 13 y 53 casos por millón de habitantes, principalmente en personas entre los 20 y los 29 

años de edad, dentro de los cuales el sexo masculino era el más afectado y, reportó como 

principal causa de una LTME a los accidentes vehiculares, seguido de las caídas y los eventos 

violentos (Fig. 5A) (Chen, Tang y cols., 2013, Organización Mundial de la Salud 2014, White 

y Black 2016). En México, el último dato registrado para la Ciudad de México sobre la 

incidencia de LTME es de 18.1 casos por millón de habitantes (Pérez, 1998). 

 

En años recientes, algunos hospitales como la Unidad Médica de Alta Especialidad “Hospital 

de Traumatología y Ortopedia Lomas Verdes”, el Centro Nacional de Rehabilitación y la Unidad 

de Medicina Física y Rehabilitación, refieren que el sexo masculino aun tiende a dominar las 

estadísticas, aunque el perfil empieza a cambiar al incluir cada vez más a mujeres (Pérez, 

Martín del Campo y cols., 2008). En cuanto a la edad de incidencia que se reporta se encuentra 

entre los 30 a los 40 años y las caídas se encuentran como el principal causante de una LTME, 

seguido de los accidentes vehiculares y los eventos violentos con armas de fuego (Fig. 5B) 

(Cisneros-Dreinhofer y Hurtado-Padilla 2003, Pérez, Martín del Campo y cols., 2008, 

Rodriguez-Meza, Paredes-Cruz y cols., 2016, Luna, Mendoza y cols., 2017). 



17 
 

 

Figura 5. Etiología de la LTME. A. Etiología global. Gráfico modificado de National Spinal Cord Injury Statistical 

Center, Facts and Figures at a Glance. Birmingham, AL: University of Alabama at Birmingham, 2019 (National 

Spinal Cord Injury Statistical Center J Birmingham 2019). B. Etiología en México. Gráfico modificado de Rodríguez 

Meza MV, y cols., 2016 (Rodríguez-Meza, Paredes-Cruz y cols., 2016). 

 

Pérez y colaboradores en el 2008, reportaron que el riesgo de presentar una LTME completa 

a partir de la región torácica y la región lumbar o sacra, responsable de la parálisis de las 

extremidades inferiores (paraplejia), es más alto que el de una LTME incompleta de la misma 

zona, o una lesión a partir del segmento cervical que incluya la pérdida de la función de las 

cuatro extremidades (tetraplejia) (Fig. 6) (Pérez, Martín del Campo y cols., 2008). 

 

 

Figura 6. Nivel Neurológico y magnitud de la lesión traumática de médula espinal (LTME). A. Gráfico 

modificado de National Spinal Cord Injury Statistical Center, Facts and Figures at a Glance. Birmingham, AL: 

University of Alabama at Birmingham (National Spinal Cord Injury Statistical Center J Birmingham 2019). B. 

Etiología en México. Gráfico modificado de Rodríguez Meza MV (Rodríguez-Meza, Paredes-Cruz y cols., 2016). 
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I. 4. FISIOPATOLOGÍA DE LA LTME. 

El daño ocasionado por una LTME se origina a partir de una compresión, contusión, laceración 

o sección completa de la médula espinal, que es resultado de un evento físico que provoca 

cambios en la integridad de la columna vertebral, así como en la citoarquitectura de la médula 

espinal (Quadri, Farooqui y cols., 2020), conocido como lesión primaria.  

 

Durante la lesión primaria, las vértebras de la columna pueden fracturarse o dislocarse y 

originar fragmentos óseos, materiales de los discos intervertebrales, y/o ligamentos que 

presionen o desgarren el tejido medular (Dumont, Okonkwo y cols., 2001, Plaza, Pacheco y 

cols., 2012). En este contexto, la contusión es el mecanismo de LTME más común (Dumont, 

Verma y cols., 2001, Alizadeh, Dyck y cols., 2019). Sin embargo, independientemente del 

mecanismo de lesión que ocurra, el flujo sanguíneo se interrumpe y aumenta la permeabilidad 

neuronal que provoca muerte celular inmediata (necrosis) de neuronas, oligodendrocitos, 

astrocitos y células precursoras, lo que ocasiona la interrupción de las conexiones neuronales 

de los tractos ascendentes y descendentes debido a la formación de cavidades quísticas 

(Horky, Galimi y cols., 2006, Thuret, Moon y cols., 2006) 

 

La respuesta biológica al daño continua segundos después de la lesión primaria y puede durar 

varias semanas a través de un conjunto de procesos vasculares, bioquímicos y celulares 

conocidos como lesión secundaria (Fig. 7) (Quadri, Farooqui y cols., 2020),  a la cual puede 

dividirse temporalmente en fase aguda, sub-aguda y crónica (Alizadeh, Dyck y cols., 2019).  

 

La fase aguda dura 48 horas e inicia inmediatamente después del evento traumático, a 

consecuencia del daño vascular generado por la ruptura de los vasos intramedulares y 

capilares que ocasionan la extravasación de los glóbulos rojos y leucocitos, lo que genera 

edema y vasoespasmo en los vasos sanguíneos intactos para aumentar la presión tisular como 

respuesta a la hemorragia (Kim, Ha y cols., 2017). Después de la LTME, el flujo sanguíneo de 

la sustancia blanca generalmente regresa a los niveles normales, aunque prevalecen múltiples 

hemorragias en la sustancia gris (Balentine y cols., 1978, Ahuja, Martin y cols., 2016). Durante 

la etapa de re-perfusión, el pH perivascular disminuye por la acumulación de metabolitos 

ácidos como el lactato, lo que exacerba la lesión y la muerte celular a través de la generación 

de radicales libres y productos de la lipoperoxidación (Sandler y Tator 1976).  
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Entre los radicales libres que se generan por la LTME se encuentran las especies reactivas de 

oxígeno y de nitrógeno (ERO y ERN, respectivamente) producidas por la actividad de la 

enzima NADPH oxidasa (NOX), que en condiciones normales produce superóxido (O2
-), que 

también regula funciones vasculares clave como el tono vascular, así como el crecimiento, la 

diferenciación, la migración y la proliferación celular mediante la activación de vías de 

señalización sensibles a redox (Fainstein, Aguilar-Maldonado y cols., 2008). Sin embargo, en 

presencia de factores de riesgo como lo es la LTME, aumenta su actividad y la producción de 

ERO, que contribuye a crear una situación de estrés oxidante, lo que altera la función normal 

del endotelio y disminuye la producción de óxido nítrico (NO), un vasodilatador y protector 

vascular (Prados, 2016). Así mismo, las ERO y las ERN producidas por la actividad de la NOX 

y la cadena transportadora de electrones mitocondrial, activan la polimerasa citosólica de poli 

(ADP ribosa) (PARP) que consume y agota el NAD+, lo que provoca el agotamiento del ATP y 

la muerte celular (Forman y Cadenas 2012).  

 

Del mismo modo, los radicales libres reaccionan con los ácidos grasos poliinsaturados de las 

membranas celulares, lo que conduce a la peroxidación y alteración de la arquitectura normal 

de los fosfolípidos de las membranas de orgánelos celulares y subcelulares (Fainstein, Aguilar-

Maldonado y cols., 2008, Forman y Cadenas, 2012). La peroxidación lipídica, conduce a la 

formación de productos aldehídos como el malondialdehído (MDA), el 4-hidroxinonenal (HNE) 

y el 2-propenal, los cuales son altamente tóxicos para las células, además de deteriorar la 

función de enzimas metabólicas clave como la bomba sodio (Na+) potasio (K+) ATPasa, la cual 

es crítica para mantener la excitabilidad neuronal (Jamme, Petit y cols., 1995, Cuzzocrea, Riley 

y cols., 2001). Además de la peroxidación lipídica asociada a las ERO, los aminoácidos están 

sujetos a un daño oxidante significativo asociado a ERN después de la LTME (Couillard-

Despres, Bieler y cols., 2017). Las ERN que contienen peroxinitrito (ONOO−) pueden nitrar los 

residuos de tirosina de los aminoácidos para formar 3-nitrotirosina (3-NT), un marcador de 

daño de proteínas mediado por ONOO− (Hall, 2015). 

 

Debido a la ruptura y/o alteración de las membranas celulares también se libera al espacio 

extracelular glutamato, el principal neurotransmisor excitatorio del SNC (Poli, 2000). Este 

neurotransmisor se une a receptores ionótropicos (NMDA, AMPA y kainato) y a receptores 

metabotrópicos, lo que permite el flujo de calcio (Ca+) para despolarizar la célula y conduce a 

la generación de un potencial de acción (Mortazavi, Verma y cols., 2015). Las neuronas 
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normalmente se recuperan rápidamente de la excitación inducida por glutamato, restauran sus 

gradientes de iones transmembranales, reponen  los sustratos energéticos y eliminan las ERO 

formadas durante el proceso (Poli, 2000). Sin embargo, esta recuperación depende de la 

función adecuada de las mitocondrias para generar ATP y amortiguar el flujo de Ca2+, lo que 

no ocurre durante la LTME, ya que los receptores NMDA son activados por las altas 

concentraciones de glutamato lo que a su vez provoca el incremento en las concentraciones 

de Ca2+ intracelular (Forman y Cadenas 2012), con lo que se afecta la respiración mitocondrial 

y el consumo de ATP e inhabilita la bomba Na+-K+-ATPasa que invierte el gradiente glutamato 

dependiente de Na+  para transferir glutamato a las células (Poli, 2000). El exceso de Na+ 

entonces, permite la entrada de más Ca+, las neuronas se despolarizan y resulta en la entrada 

de Cl− y agua en las células junto con más Na+, lo que conduce a la formación de edema 

(Mortazavi, Verma y cols., 2015).   

 

El período subagudo dura hasta dos semanas después de la LTME (Kim, Ha y cols., 2017), 

en el cual, además de incluir todos los procesos que se desarrollan durante la fase aguda, se 

agregan la pérdida del volumen parenquimatoso y la formación de cavitaciones microquísticas 

llenas de líquido, que se fusionan de forma gradual y crean cuerpos más grandes en las fases 

subaguda-crónica, con ello se forma una barrera física para la migración celular y los intentos 

de regeneración endógena (Donnelly y Popovich 2008, Hachem, Ahuja y cols., 2017, Alizadeh, 

Dyck y cols., 2019). Otra de las características, es la proliferación de astrocitos reactivos, los 

cuales incrementan la producción de citosinas, promueven el reclutamiento de neutrófilos, 

macrófagos y moléculas pro-inflamatorias al sitio de lesión de la médula espinal y favorecen 

la formación de un entretejido que puede actuar como barrera física que limita la regeneración 

en la médula espinal (Okada, Hara y cols., 2018, Wang, Song y cols., 2018).  

 

El proceso apoptótico ocurre de manera tardía en áreas más distantes al sitio de la lesión, por 

lo general 4 h después de la LTME y alcanza un pico a los 7 días post-lesión. Sin embargo, 

puede observarse durante semanas después de la LTME y afectar principalmente a los 

oligodendrocitos, aunque también puede afectar a los astrocitos y a la microglia (Beattie, 

Farooqui y cols., 2000, Alizadeh, Dyck y cols., 2019). 

 

A pesar de que existe un debate para definir cuándo empieza la fase crónica, se considera 

que es a partir de los 6 meses (Kim, Ha y cols., 2017). En esta fase se observan cambios 
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adicionales a los ya descritos como es la formación de cavidades quísticas, muerte axonal 

regresiva y maduración de la cicatriz glial (Tran, Warren y cols., 2018). Con la pérdida de 

mielina, los axones quedan expuestos al daño generado por radicales libres y citocinas, esta 

desmielinización retarda la conducción del impulso nervioso y por tanto, genera una 

comunicación ineficiente interneuronal (McTigue, 2008).  

 

 

Figura 7. Fisiopatología de la lesión traumática de médula espinal. Traumatismo de mayor frecuencia 

(contusión) y mecanismos fisiopatológicos de la lesión traumática de la médula espinal (LTME) con los diferentes 

procesos vasculares, celulares y bioquímicos que contribuyen al déficit funcional (Oyinbo, 2011). Imágenes 

modificadas de Basic biomechanics of spinal cord injury. How injuries happen in people and how animal models 

have informed our understanding (Mattucci, Speidel y cols., 2019). 

 

I. 5. REGENERACIÓN Y PLASTICIDAD DE LA MÉDULA ESPINAL. 

Durante el desarrollo, las neuronas expresan factores promotores de crecimiento, al mismo 

tiempo que se encuentran rodeadas por una matriz extracelular compuesta por glucoproteínas, 

proteoglicanos, tenascinas, semaforinas e integrinas, que ayudan a regular el crecimiento 

axonal (Wiese y Faissner 2015). Además, estas moléculas ayudan a la plasticidad sináptica a 

través del brote, crecimiento, guía y formación de nuevos contactos (Quraishe, Forbes y cols., 

2018). A medida que madura el SNC, las sinapsis se reducen y solo aquellas sinápsis que 

tienen relevancia funcional se mantienen y fortalecen en la edad adulta. Así mismo, los 

componentes de la matriz extracelular se fusionan y forman redes perineuronales alrededor 
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del cuerpo celular y las dendritas proximales para estabilizar y evitar la formación de nuevas 

sinapsis (Bradke, Fawcett y cols., 2012, Wiese y Faissner 2015, Quraishe, Forbes y cols., 

2018). 

 

Cabe destacar que el crecimiento y posterior elongación axonal es debido a los conos de 

crecimiento que se encuentran en los extremos terminales de las neuronas y que es justo ahí 

donde convergen los factores intrínsecos y extrínsecos que promueven el crecimiento axonal 

(Blanquie y Bradke 2018). A diferencia de las neuronas que se originan durante el desarrollo, 

los axones dañados de las neuronas sobrevivientes a la LTME, se retraen del sitio de lesión y 

forman terminales axónicas con diferente morfología, la cual suele ser terminaciones grandes 

y edematizadas, cuyo citoesqueleto se encuentra colapsado y presenta acumulaciones 

membranales de órganelos subcelulares (Bradke, Fawcett y cols., 2012, Hill, 2017). Estos 

bulbos de retracción como se les conoce, se forman desde la fase aguda y persisten hasta la 

fase crónica (Hill, 2017).  

 

Por su parte, las mismas moléculas que promovieron el crecimiento durante el desarrollo ahora 

tienen efectos inhibidores y pueden evitar la formación de nuevos conos de crecimiento y 

restringir el crecimiento axonal y/o el contacto con las células blanco lo que limita la capacidad 

regenerativa de la médula espinal (Tom, Steinmetz y cols., 2004) ya que por ejemplo, los 

proteoglicanos secretados por los astrocitos, limitan la plasticidad estructural, mientras que las 

proteínas promotoras del crecimiento como las integrinas, tenascinas y las semaforinas, se 

encuentran reguladas de forma negativa y ausentes en el axón, lo que evita que los conos de 

crecimiento formen nuevos contactos sinápticos y en su lugar originen bulbos terminales 

distróficos (Wiese, Karus y cols., 2012, Wiese y Faissner 2015). 

 

La complejidad del proceso fisiopatológico disminuye la capacidad de regeneración y/o 

plasticidad del tejido dañado, pues las neuronas que sobrevivieron a los procesos de lesión 

secundaria, deben estabilizar las terminaciones axónicas lesionadas como primer paso 

(Quraishe, Forbes y cols., 2018) y para hacerlo, estas terminales axónicas necesitan 

reorganizar su estructura, sellar sus membranas para evitar un daño mayor y luego, deben de 

modificar su función, es decir, en lugar de ser un axón que transmita información entre las 

células, ahora debe constituir un cono de crecimiento dinámico, necesario para que el axón 

crezca en respuesta a las señales extrínsecas (Spira, Benbassat y cols., 1993, Bradke, 
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Fawcett y cols., 2012). Estos cambios, requieren la síntesis y reciclaje de proteínas de 

citoesqueleto, como la actina y la tubulina, además de proteínas de unión reguladoras 

asociadas, como la proteína de crecimiento axonal 43 (GAP-43) (Storer y Houle 2003, Kusik, 

Hammond y cols., 2010) y que las proteínas innecesarias o dañadas se degraden. Una vez 

formado el cono axonal, debe crecer y hacer contacto con su neurona blanco y el axón tiene 

que ser funcional, es decir, necesita formar sinapsis en la superficie de las neuronas con las 

que se reconecta (Hill, 2017).  

 

El crecimiento axonal y la fasciculación pueden ser inducidos por moléculas expresadas en 

otros axones en regeneración o por axones supervivientes y mediante moléculas de soporte 

expresadas por células reactivas como los astrocitos (Cafferty, McGee y cols., 2008). Muchos 

de estos efectores parecen expresarse en el cono de crecimiento a través de un mecanismo 

común que involucra la regulación de mensajeros intracelulares y la regulación de las 

concentraciones de Ca2+ (Gomez y Spitzer 1999, Chierzi, Ratto y cols., 2005, Mahar y Cavalli 

2018). Los cambios en los niveles de mensajeros intracelulares, como los nucleótidos cíclicos 

AMP y GMP y el trifosfato de inositol pueden modular la respuesta de un cono de crecimiento 

y modificar el estado de fosforilación de las proteínas asociadas al citoesqueleto, lo que puede 

conducir al crecimiento de axones o al colapso de los mismos (Fig. 8) (Horner y Gage 2000, 

Qiu, Cai y cols., 2000, Kusik, Hammond y cols., 2010, Tischfield, Baris y cols., 2010). 
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Figura 8. Elementos para la regeneración axonal. A. Pérdida del cono de crecimiento y componentes que 

participan para estabilizar la terminal axónica después de la LTME. B. El extremo cortado se vuelve a sellar 

mediante el colapso de la membrana y la acumulación de vesículas para formar un parche de sellado. C. 

Modificación y reconstrucción del cono de crecimiento, los filamentos de actina se ensamblan para generar la fuerza 

mecánica. Los microtúbulos se polimerizan y apuntan sus extremos positivos hacia la membrana plasmática. D. 

Contacto con la célula blanco y sinápsis. Modificada de Regenerating the damaged central nervous system (Horner 

y Gage 2000) y tomado de Klipatz 2020. 

 

La formación de la cicatriz glial como una barrera física, también limita la regeneración axonal, 

debido a que diferentes moléculas inhibitorias del crecimiento axonal pueden expresarse 

después de la LTME, como la semaforina III/ colapsina I que es un quimio-repelente axonal, 

los inhibidores de crecimiento axonal sulfato de condroitina y queratina, y el proteoglicano NG2 

que es expresado por células de la glía. Los astrocitos reactivos pueblan densamente los 

bordes del epicentro de la lesión, se hipertrofian y regulan fuertemente la expresión de 

proteínas de filamentos intermedios como la proteína ácida fibroglial (GFAP), nestina y 

vimentina, que evitan el crecimiento axonal a través del sitio de lesión (Bradbury y Burnside 

2019). Los astrocitos que conforman la cicatriz glial, también pueden contribuir a la 
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restauración de la homeostasis del microambiente y al restablecimiento de la integridad de la 

barrera hematoespinal, lo cual es importante para contrarrestar el edema. Inhibir la formación 

de conexiones aberrantes y, ayudar en la regulación del proceso de regeneración al producir 

una variedad de citocinas como el factor de crecimiento transformante (TGF-β), el factor 

neurotrófico derivado de células gliales (GDNF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-

β) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Más aún, algunos de estos factores 

pueden facilitar la migración de células precursoras de oligodendrocitos, así como su 

proliferación y diferenciación (Kawano, Kimura-Kuroda y cols., 2012, Bradbury y Burnside 

2019). El factor de transcripción antiapoptótico bcl-2 también juega un papel importante en la 

plasticidad y la regeneración axonal después de una LTME (Davies, 1995). 

 

La cicatriz glía, también limita la filtración de células inmunes provenientes del sistema 

nervioso periférico. En este contexto, se ha especulado sobre el dualismo de la respuesta 

inmune en la LTME, por un lado, puede incrementar el daño y causar necrosis progresiva, pero 

por otro lado, varios investigadores han sugerido que el sistema inmune puede ser protector e 

incluso ayudar a la regeneración (Bradbury y Burnside, 2019). Se ha sugerido que las células 

de la microglia, de alguna manera pueden orquestar la recuperación de las células que durante 

la LTME no han entrado en procesos de apoptosis y favorecer que sus axones se regeneren 

eventualmente. Otro proceso que debe tomarse en consideración es que, después de la LTME 

se liberan citosinas involucradas en procesos de reparación que resulta en la preservación de 

tejido nervioso y en el aumento de los brotes neuronales (Wiese, Karus y cols., 2012). Aunado 

a lo anterior, se ha descrito que los macrófagos pueden favorecer el proceso de recuperación 

funcional después de la LTME (Kobayakawa, Ohkawa y cols., 2019). 

 

Por otro lado, se ha demostrado que el cerebro (Gage, 2000) y la médula espinal maduros, 

contienen células madre que se dividen continuamente durante la vida adulta, las cuales se 

encuentran, en el caso de la médula espinal, tanto en el canal ependimario como en las 

meninges (Horner, Power y cols., 2000). En estas regiones, la proliferación, supervivencia y 

diferenciación de las células madre neurales se ve afectada en grado variable por las lesiones, 

incluidos los accidentes cerebrovasculares y los traumatismos (Quadrato y Di Giovanni, 2013). 

De tal forma que las funciones motoras, sensitivas y autonómicas pueden recuperarse en 

diferente grado, tanto en animales como en humanos a pesar de la severidad de la LTME, el 

nivel de lesión y si se trata de una lesión completa o incompleta. Sin embargo, la regeneración 
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puede ser limitada, abortiva o aberrante y producir disfunciones importantes y reacciones 

adversas o dolorosas (Onifer, Smith y cols., 2011). Estudios recientes han demostrado que la 

génesis celular y la plasticidad sináptica de estas células madre pueden ser influenciadas por 

el estrés, un ambiente enriquecido y el ejercicio físico (Kempermann, Kuhn y cols., 1997, Gould 

y Tanapat 1999, Van Praag, Kempermann y cols., 1999, Horner y Gage 2000) lo que promueve 

la re-expresión en el adulto de una serie de factores de transcripción y cofactores regulados 

por el desarrollo dentro de las vías de señalización que desempeñan un papel clave tanto en 

el brote colateral de los axones intactos o lesionados, como en la regeneración axonal y alteran 

las propiedades de los circuitos neuronales, como resultado de la neurogénesis del adulto 

(Onifer, Smith y cols., 2011, Quadrato y Di Giovanni 2013). 

 

Por lo anterior, la manipulación de la expresión de factores intrínsecos y extrínsecos puede 

ser importante para estimular a una célula a reingresar al modo de crecimiento y así favorecer 

la regeneración del sistema dañado.  

 

I.6. TRATAMIENTO DE LA LTME.  

Se han realizado numerosas investigaciones entorno al desarrollo de alternativas terapéuticas, 

que ayuden a contrarrestar el daño generado por el traumatismo y por los mecanismos 

secundarios de lesión, que contribuyen a la pérdida de tejido y al déficit funcional (Faden y 

Stoica 2007, Shah, Peterson y cols., 2020). Dichas estrategias se conocen como 

neuroprotectoras, porque tratan de limitar el daño y de mantener y proteger a las células que 

lograron sobrevivir a la LTME (Faden y Stoica 2007, Steeves, Fawcett y cols., 2007) al 

contrarrestar diferentes procesos de la fisiopatología de la LTME (Tabla 2). 
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Tabla 2. Estrategias experimentales de neuroprotección para el tratamiento de la lesión traumática de 

médula espinal. 

Autor Tratamiento Mecanismo sugerido Resumen de resultados 

Bracken, Shepard y 
cols., 1997, Bracken 

2002 

Metilprednisolona 
(MPSS) 

Reduce la peroxidación lipídica.  
 
Disminuye la inflamación 
postraumática. 
 

Sin significancia estadística sobre la 
recuperación (pero aún se utiliza en algunos 
centros). 
 
Sometidos a ensayos combinados. 

Bracken, Shepard y 
cols., 1990 

Naloxona 
Inhibe el efecto neurotóxico del 
opioide endógeno dinorfina A. 

No hay evidencia de recuperación motora 
en las escalas NASCIS o ASIA. 

Anderson, Hall y 
cols., 1991, Koc, 
Akdemir y cols., 

1999 

Tirilazad 
Disminuye la peroxidación lipídica 
de las membranas neuronales. 

No hay evidencia de recuperación funcional 
en la escala motora NASCIS o ASIA cuando 
se compara con la administración de MPSS 
24 h. 

Fehlings, Tator y 
cols., 1989, 

Pointillart, Gense y 
cols., 1993 

Nimodipino 

Bloquea los canales de calcio y 
previene la activación de las 
enzimas apoptóticas. 
 
Reduce la isquemia postraumática.   
 
Bloquea la liberación del glutamato 
presináptico. 

No hay evidencia de recuperación 
locomotora. 

Festoff, 
Ameenuddin y cols., 
2006, Casha, Zygun 

y cols., 2012 

Miociclina 

Forma modificada de la tetraciclina 
(antibiótico). 
 
Disminuye la inflamación y la 
apoptosis neuronal. 
 
Disminuye la activación microglial. 

Estudios fase 2 mostraron recuperación 
funcional con un puntaje de 14 en la escala 
BBB. 
 
Los estudios fase 3, no se han realizado. 

Fehlings, Wilson y 
cols., 2012, 

Grossman, Fehlings 
y cols., 2014 

Riluzol 

Bloquea canales de sodio y 
disminuye la liberación de glutamato 
dependiente. 
Disminuye el daño neuronal. 

Estudios fase I completados, muestras 
recuperación de 15.5 en la escala motora. 
 
Estudios fase 2 y 3 se en curso. 

Diaz‐Ruiz, Salgado‐
Ceballos  2011, 
Ríos, Orozco-
Suarez  2015 

Dapsona 
Inhibe la enzima mieloperoxidasa. 
 
Tiene efecto antiapoptótico. 

Favorece la preservación del tejido después 
de una LTME 
 
Favorece la recuperación funcional. 
 
 

 

Por otro lado, también se han estudiado alternativas terapéuticas enfocadas en favorecer la 

neurorregeneración y/o la neuroplasticidad mediante el reemplazo de las células que murieron 

por necrosis o apoptosis; este tipo de estrategias además buscan favorecer el crecimiento de 

axones, fortalecer las conexiones funcionales existentes se fortalezcan y reestablecer las 

sinapsis que restauren los circuitos neuronales requeridos para la recuperación funcional 

(Medicine, 2005, Steeves, Fawcett y cols., 2007).  

 

Para lograr lo anterior, se ha probado el reemplazo celular, administración de factores 

neurotróficos, promoción de la guía axonal, eliminación de procesos de inhibición del 
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crecimiento axonal, manipulación de la señalización intracelular, puentes y sustratos 

artificiales, así como la modulación de la respuesta inmune (Tabla 3) (Horner y Gage 2000). 

En este contexto, los biomateriales ofrecen múltiples ventajas para el tratamiento de la LTME 

debido a las características fisicoquímicas que poseen, pueden emplearse como sustratos de 

soporte celular, regeneración y crecimiento dendrítico para controlar la respuesta inflamatoria 

y evitar la muerte celular. Se utilizan además, como electrodos para estimular el crecimiento 

axonal, direccionar las neuronas y como liberadores de fármacos (Tabla 3) (Onifer, Smith y 

cols., 2011). 

 

Algunos de los tratamientos probados han llegado o están cercanos al desarrollo de estudios 

clínicos (Steevesa  y cols., 2012, Medicine, 2020). Sin embargo, hasta el momento no hay 

tratamientos clínicos eficaces y confiables disponibles y aceptados por la FDA, COFEPRIS o 

algún otro organismo regulador en materia de salud, para los pacientes con LTME. 

 

Aunado a lo anterior, el manejo hospitalario ante una LTME, sólo incluye los procedimientos 

quirúrgicos habituales como la estabilización de la columna vertebral y la descompresión de la 

médula espinal (Fehlings, Vaccaro y cols., 2012, Ahuja, Martin y cols., 2016), por lo que la 

oportunidad de brindar un tratamiento efectivo dentro de las primeras horas posteriores al 

evento traumático y evitar la progresión de los eventos secundarios, disminuye la posibilidad 

de recuperar la funcionalidad, y deja a los pacientes con parálisis total de por vida sin 

posibilidad de tratamiento y recuperación (Organización Mundial de la Salud 2014, Hachem, 

Ahuja y cols., 2017).  

 

A la fecha, la rehabilitación física (RB) se considera como la única alternativa terapéutica 

aceptada para el tratamiento de la LTME, ya que puede generar patrones motores coordinados 

oscilantes y es capaz de promover la plasticidad de la médula espinal (Tabla 3) (Sandrow-

Feinberg y Houlé 2015, Hachem, Ahuja y cols., 2017). 
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Tabla 3. Estrategias experimentales neurorregeneradoras para el tratamiento de la lesión traumática de 

médula espinal.  

Autor Tratamiento Mecanismo sugerido Resumen de resultados 

Farmacéuticos 

Takahashi, Yamazaki y 
cols., 2012, Kamiya, 
Koda y cols., 2015 

Factor estimulante de 
colonias de granulocitos 

(G-CSF). 

Inhibe el TNF-α y la interleucina-
1β. 
 
Promueve la sobrevivencia 
celular. 

Estudios clínicos fase 1 y 2A 
han demostrado beneficiar la 
recuperación motora (ASIA).  

Geisler, Coleman y 
cols., 2001 

Gangliósido GM-1 
(Singen). 

Favorece la regeneración 
axonal. 

Estudio aleatorizado 
controlado, no mostró 
beneficios. 

Fehlings, Theodore y 
cols., 2011 

Cetrina 
Toxina derivada de 
bacterias, BA-210. 

Promueve el crecimiento axonal. 

Estudios fase 1 y 2A  
 
Recuperación locomotora 
(ASIA). 

Sartori, Hofer y cols., 
2020 

Anti-Nogo 
Anticuerpo monoclonal 
que se une e inhibe la 

proteína Nogo.  

Bloquea el crecimiento axonal a 
través de la activación de la vía 
Rho. 
 
Promueve la regeneración 
axonal. 

 
Actualmente en fase inicial de 
ensayos clínicos. 

Segal, Pathak y cols., 

1999, Grijalva, Guízar‐
Sahagún y cols., 2003, 
Grijalva, García-Pérez y 

cols., 2010   

4-Aminopiridina. 
Inhibe los canales de potasio. 

 
  

Favorece la recuperación 
neurológica.   

Trasplantes celulares 

Dalamagkas, Tsintou y 
cols., 2018, Nakhjavan-
Shahraki, Yousefifard y 

cols., 2018, Jin, 
Medress y cols., 2019, 
Buzoianu-Anguiano, 
Rivera-Osorio y cols., 

2020 

Células mesenquimales. 
 

Células de bulbo 
olfatorio. 

 
Nervio periférico. 

 
Células de Shwann. 

 
Macrófagos activados. 

 
Células madre 

neuronales. 

Son precursores de la 
regeneración neuronal. 
 
Inducen la remielinización. 
 
Favorecen la elongación axonal. 
 
Promueven la regeneración de 
los tractos nerviosos. 

Estudios clínicos fase 1 
mostraron resultados 
prometedores, sin embargo, 
los ensayos de la fase 2 y 3 
están aún bajo consideración. 

Neuromodulación 

Bouton, Shaikhouni y 
cols., 2016, Ajiboye, 
Willett y cols., 2017, 
James, McMahon y 

cols., 2018 

Estimulación epidural o 
transcutánea en la 

médula espinal. 
 
 

Estimulación cerebral 
(estimulación 

transcraneal de corriente 
continua y estimulación 

magnética transcraneal). 

Mejora las conexiones y 
circuitos neuronales dentro de la 
médula espinal en los tractos 
intactos restantes. 

Mejoran la recuperación 
funcional. 

Biomateriales 

Yang, Laporte y cols., 
2009 

2- hydroxi-etil metacrilato 
(pHEMA). 

Reduce la acumulación de 
GFAP. 

El material no se integra al 
tejido. 

Horn, Beaumont y cols., 
2007, Khaing, Milman y 

cols., 2011 

Ácido hialurónico 
combinado con BNDF. 

Permite el crecimiento axonal 
organizado. 

Favorecen la recuperación 
locomotora. 
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Caron, Rossi y cols., 
2016 

Agarosa/ hidrogeles de 
carbomero combinado 

con células 
mesenquimales o 

shwann. 

Incrementa la población de 
macrófagos M2. 

Permite el crecimiento axonal 
organizado. 

Patel, Joseph y cols., 
2010 

Colágena combinado 
con células schwann y 

laminina. 

Evita la migración de astrocitos 
hacia el tejido huésped 
 
Permite el aumento del número 
de neurofilamentos positivos  
 

Mejor supervivencia celular a 
largo plazo, favorece la 
vascularización, rebrote 
axonal, e infiltración. 

Samadikuchaksaraei y 
Rehabilitation 2007. 

Poly-etilen glicol (PEG). 
 

Repara las membranas 
celulares y revierte la 
permeabilización de la 
membrana. 
 
Inhibe la producción de 
radicales libres y disminuye el 
estrés oxidante. 

Reduce la cavitación cística. 
 
Previene la extensión del daño 
en el tejido. 
 
Mejora la recuperación 
funcional. 
 
El uso prolongado induce el 
bloqueo de la conducción. 

Álvarez-Mejía y cols., 
2015; Mondragón-

Lozano y cols., 2017 
PPy/I 

Actúa sobre la respuesta 
inflamatoria. 

Mejora la recuperación 
funcional. 

Rehabilitación 

Cruciger, Schildhauer y 
cols., 2016, Gorgey, 

2018) 

Dispositivos protésicos. 
 

Actividad Física. 

Estimula precursores para la 
regeneración neuronal. 
 
Favorece la remielinización 
inducida por oligodendrocitos. 
 
Promueve la elongación axonal. 
 
Favorece la regeneración de los 
tractos nerviosos. 
 
Proveen asistencia física. 
 
Favorece la recuperación de la 
actividad física a cierto nivel. 
 
Permite el mejoramiento en la 
salud cardiovascular y 
diferentes parámetros de 
marcha. 

Mejora los resultados 
funcionales y la restauración 
de cierto nivel de actividad 
física. 

Tomado de (Samadikuchaksaraei y Rehabilitation 2007, Steeves, Fawcett y cols., 2007, Silva, Sousa 

y cols., 2014, Ashammakhi, Kim y cols., 2019, Shah, Peterson y cols., 2020). 

 

La RB puede prevenir la aparición de complicaciones a largo plazo, ya que durante el período 

agudo, realizar ejercicios pasivos de manera intensa puede evitar las contracturas, la atrofia 

muscular y el dolor, pues la posición de las articulaciones es importante para proteger la 

estructura articular, mantener el tono muscular óptimo y evitar la rigidez (Chi, 2009). Si el 

paciente es parapléjico o tetrapléjico, los ejercicios intensivos pasivos de rango de movimiento 
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(ROM) y estiramiento son necesarios para mantener tróficas las extremidades inferiores. Estos 

ejercicios deben realizarse por lo menos una vez al día si la extremidad esta flácida y, al menos 

dos o tres veces al día en presencia de espasticidad, para prevenir las contracturas y favorecer 

la funcionalidad de las mismas (Diong, Harvey y cols., 2012). 

 

Los ejercicios isométricos activos o activo-asistidos, deben realizarse a los pacientes que aún 

se encuentran en cama si presentan movimientos parciales y según del nivel de daño. Estudios 

recientes han demostrado que la movilización temprana juega un importante papel importante 

en la prevención del declive de la función pulmonar, por lo que deben llevarse a cabo ejercicios 

de respiración tanto en pacientes parapléjicos como en tetrapléjicos con LTME completa, a fin 

de proteger la capacidad pulmonar (Jia, Kowalski y cols., 2013). Además, durante la fase 

aguda, los ejercicios que promueven la fuerza muscular son muy importantes en pacientes 

parapléjicos y pueden aplicarse en la cama con ayuda de pesas, según de la fuerza muscular 

del paciente. Estos ejercicios de fuerza y resistencia, permiten el uso posterior de muletas, 

bicicletas eléctricas, caminadoras y andaderas y, facilita la realización de actividades como la 

natación (Jacobs y Nash 2004). 

 

Durante la fase subaguda de la RB, se trabaja con ejercicios enfocados en promover la 

estabilidad y la correcta posición, pues es común que los pacientes con LTME que pasan 

períodos largos acostados en cama, sufran de hipotensión ortostática y sincopes debido a 

bajas en la presión sanguínea. Por lo anterior, los pacientes deben realizar ejercicios entre 3 

o 4 veces al día y cambiar de posición hasta sentarse y mantener el balance en esa posición 

(Brick, 2014, Nas, Yazmalar y cols., 2015). Las sillas de ruedas son importantes en esta etapa, 

para cuyo uso también se puede realizar RB neuromuscular funcional que permite estimular 

las fibras musculares del tronco y de las extremidades inferiores, lo que permite a los pacientes 

modificar sus posturas con un esfuerzo mínimo e incrementar el volumen muscular 

gradualmente (Audu, Nataraj y cols., 2011). 

 

Durante la fase crónica de la LTME, el objetivo principal de la RB es lograr la movilización 

independiente, tanto para pacientes parapléjicos con lesión incompleta como completa. Los 

pacientes deben de ser capaces de caminar 50 m sin ayuda o con dispositivos de asistencia, 

el ejercicio en caminadora con soporte de peso corporal, el entrenamiento robótico y la 

natación, son ejemplos de las terapias que se utilizan en este tipo de pacientes y que permiten 



32 
 

mejorar la función locomotora (Kirshblum, Priebe y cols., 2007). La expectativa más importante 

en esta fase es que el paciente alcance la máxima independencia posible que permita su re-

integración a la sociedad (Nas, Yazmalar y cols., 2015). 

 

De igual forma, se utilizan terapias ocupacionales que permitan a los pacientes sociabilizar, 

desarrollar al máximo sus capacidades y lidiar con los problemas psicológicos como la 

depresión, que se presentan a causa de la LTME. Este tipo de terapias dirigidas al ámbito 

psicosocial, ayuda a los pacientes a encontrar un rol en la sociedad, a sentirse productivos y 

con un propósito de vida (Youngstrom, 2002, Nas, Yazmalar y cols., 2015). 

 

Actualmente, los estudios experimentales y los ensayos clínicos, abordan diferentes aspectos 

de la RB con la finalidad de establecer el tipo de entrenamiento que mejor favorezca la 

recuperación funcional ante una LTME (Tabla 4), ya que las personas con esta patología 

pueden presentar respuestas fisiológicas atípicas al ejercicio como una frecuencia cardíaca 

anormal, lo que puede limitar su capacidad para mantener la actividad (Nas, Yazmalar y cols., 

2015). Se debe tomar en cuenta que, una terapia de RB inapropiada también podría ser 

perjudicial y originar lesiones de tipo muscular, fracturas, disreflexia autónoma como 

hipertermia, entre otras (Paker, Soy y cols., 2006).  

 

Tabla 4. Terapias de rehabilitación para pacientes con lesión traumática de médula espinal. 

Autor Tratamiento Resumen de resultados 

Liu, Keeler y cols., 
2010 

Ejercicio de 
ciclismo en 

bicicleta estática 
o robotizada. 

Incrementa los niveles de miR21 y disminuye los niveles de 
miR15b que se correlacionan con los cambios en la expresión 
de sus genes diana: genes pro apoptóticos (disminución de 
PTEN, PDCD4 y ARNm de RAS) y anti-apoptóticos (aumento 
de ARNm de Bcl-2).  
 
Disminuye el ARNm para caspasa-7 y caspasa-9 y reduce los 
niveles de la proteína caspasa-7. 

Singh, 
Balasubramanian y 

cols., 2011, 
Alvarez-Mejia, 

Morales y cols., 
2015 

Caminadora 

Acelerado recuperación locomotora 
 
Mejora las propiedades del reflejo H 
 
Reduce la atrofia muscular 
 
Disminuye el brote de fibras aferentes de pequeño calibre 
 
Preserva el tejido nervioso 
 
Disminuye las células inflamatorias 

Girgis, Merrett y 
cols., 2007 

Alcance 
Expande el área cortical donde los movimientos de la muñeca 
podrían ser provocados por micro estimulación. 
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Aumenta el brote colateral de fibras CST lesionadas rostrales. 
 
Aumenta los niveles corticales de GAP-43. 

Fisahn, Aach y 
cols., 2016 

 
Entrenamiento 

de exoesqueleto 

No existe un beneficio constante de la rehabilitación con un 
exoesqueleto versus una variedad de métodos 
convencionales en pacientes con LTME crónica. 

Gerasimenko, 
Gorodnichev y 

cols., 2015 

Estimulación 
eléctrica 

transcutánea 

Puede neuromodular los circuitos espinales y favorecer la 
recuperación motora. 

Frye, Ogonowska-
Slodownik y cols., 

2017, Marinho-
Buzelli, Zaluski y 

cols., 2019 

Terapia acuática 

Beneficia los aspectos multidimensionales de la salud de las 
personas con LTME. 
 
La presión del agua (hidrostática) mejora los receptores 
sensoriales. 
 
Reduce el edema. 
 
El agua tibia ayuda con los espasmos musculares, promueve 
relajación y aliviar el dolor. 

Definición de abreviaturas: Micro ácido ribonucleico 21 (miR21), micro ácido ribonucleico (miR15b), fosfatidilinositol-

3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN), proteína 4 de muerte celular programada (PDCD4), ácido ribonucleico 

mensajero (ARNm), tipo de proteínas G señalizadora (RAS), linfoma de células B tipo 2 (Bcl-2), tracto corticoespinal 

(CST), proteína 43 asociada al crecimiento (GAP-43) y lesión traumática de médula espinal (LTME). 

 

A pesar de la gran cantidad de estrategias terapéuticas que existen para el tratamiento de la 

LTME, estas se encuentran aún en fase experimental y, los ensayos clínicos aún están etapas 

iniciales, como se mencionó previamente y, a pesar de que existe una mayor comprensión del 

proceso fisiopatológico de la LTME, para fines prácticos, no existe hasta la fecha un 

tratamiento aprobado por la FDA o algún otro organismo regulatorio de salud con 

reconocimiento internacional que haya aprobado algún tratamiento, además de la RB, que 

pueda ser aplicado en pacientes con LTME.  

 

Aunado a lo anterior, parece ser que una sola estrategia terapéutica no es suficiente para 

alcanzar una recuperación funcional adecuada en pacientes con una LTME, por lo que las 

terapias combinatorias podrían ser una estrategia más efectiva para promover la recuperación 

de las funciones perdidas a causa de una LTME (Silva, Sousa y cols., 2014). 
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II. ANTECEDENTES 

 

II. 1. POLIPIRROL/YODO COMO TRATAMIENTO DE LA LTME 

El polipirrol (PPy) es uno de los materiales conductores más investigados para sus 

aplicaciones en la ingeniería de tejidos, ya que posee una buena conductividad eléctrica, 

biocompatibilidad, alta estabilidad eléctrica y es fácil de sintetizar (Guimard, Gomez y cols., 

2007). Ha sido estudiado previamente como biomaterial promotor de la proliferación y 

diferenciación celular en tejido hepático, se ha utilizado como material de soporte para la 

fabricación de músculos artificiales y también se ha visto que favorece el crecimiento neurítico 

y axonal (Schmidt, Shastri y cols., 1997, Huang, Yin y cols., 2014).  

 

Con la finalidad de modificar algunas de las propiedades fisicoquímicas que posee este 

polímero como la conductividad y estabilidad eléctrica a fin de incrementar los beneficios 

observados y descritos previamente, el PPy se ha combinado con otros polímeros o moléculas, 

como el policarbolactona fumarato (PCLF) y las nanofibras de ácido poliláctico (PLGA), que 

en estudios in vitro, en cultivos celulares, demostró que además de mantener la conductividad 

eléctrica, incrementa significativamente el crecimiento neurítico y la longitud de las neuritas 

(Lee, Bashur y cols., 2009). Otros materiales empleados en conjunto con el PPy, son las 

películas de poli 2-metoxianilina-5 ácido sulfónico (PMAS), el proteoglicano condroitin sulfato 

(CS), el ácido hialurónico (HA) y el ácido para-toluensulfónico (Pts), en los que se comprobó 

que la rugosidad de la superficie es importante para la adhesión y diferenciación de células 

del músculo esquelético, en el caso del PPy+PMAS y del PPy+CS (Moroder, Runge y cols., 

2011). Así mismo, se realizó un estudio donde se incorporó neurotrófina 3 (NT-3) durante la 

síntesis del PPy y, se estudió además la liberación de dicha proteína. Los resultados mostraron 

que la NT-3 tiene un efecto significativo durante la síntesis electroquímica de PPy, ya que 

afecta muchas de las propiedades del polímero incluyendo las características de la superficie, 

la electroactividad y la biocompatibilidad (Thompson, Moulton y cols., 2011).  

 

Otro elemento utilizado para la síntesis de PPy es el anión yodo (I2) el cual incrementa 

significativamente la conductividad del PPy cuando el método que se utiliza para la síntesis es 

por plasma (Cruz, Morales y cols., 1999). El plasma es un gas parcialmente ionizado que 

contiene iones positivos y negativos, electrones, fotones, especies neutras y moléculas 

excitadas que cuando colisionan se desprenden más electrones, que a su vez colisionan y se 
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genera un plasma, el cual puede regresar a su estado basal cuando la ionización o excitación 

se deja de aplicar (Chu, Chen y cols., 2002, Morales Corona, Pérez Tejada y cols., 2008). Al 

final se produce una recombinación de los elementos que fueron separados durante el proceso 

(Orozco, 2007). Los materiales sintetizados a partir del plasma son diferentes de los polímeros 

sintetizados por métodos convencionales (químicos o electroquímicos), por lo que constituyen 

una nueva especie de materiales (Morales Corona, Pérez Tejada y cols., 2008). 

  

En reportes anteriores, nuestro grupo de investigación, ha reportado que el PPy/I es un 

polímero semiconductor que puede ser colocado 48h después de una LTME, el cual es 

biocompatible con el tejido de la médula espinal (Olayo, Ríos y cols., 2008), posee actividad 

neuroprotectora, pues contrarresta procesos dañinos como la inflamación (Álvarez-Mejía, 

Salgado-Ceballos y cols., 2015) e incrementa la conducción nerviosa evaluada a través de 

potenciales evocados somatosensoriales (Cruz, Mondragon-Lozano y cols., 2012), lo cual 

contribuye a  la recuperación funcional después de la LTME. Sin embargo, y aunque nuestro 

grupo de investigación ha reportado que la aplicación del PPy/I es suficiente para favorecer la 

recuperación funcional, pensamos que es posible incrementar sus efectos benéficos al 

combinarlo con otra estrategia terapéutica como lo es la rehabilitación (RB). 

 

II.2. REHABILITACIÓN POR NADO 

La natación (SW) representa una actividad física natural de locomoción que, aunque es poco 

empleada en los estudios con modelos de LTME en comparación con otras terapias físicas 

como la RB en caminadora, plano inclinado y alcance de pellet, entre otras, la SW es un tipo 

de RB que permite la libertad de movimiento sin estar restringido por el peso corporal (Šedý, 

Urdzíková y cols., 2008, Magnuson, Smith y cols., 2009, Rossignol y Frigon 2011, Frye, 

Ogonowska-Slodownik y cols.,. 2017). Más aun, la secuencia en el número de pasos que se 

logran para desplazarse en el agua es mayor comparado con los que se pueden realizar fuera 

de ella después de una LTME, al mismo tiempo que reduce el estado de estrés y ansiedad 

que se producen por las limitaciones de movimiento (Smith, Shum-Siu y cols., 2006). Además, 

factores como la presión hidrostática del agua, mejoran la función sensitiva del cuerpo 

mediante la estimulación de receptores sensoriales y reduce la inflamación. La temperatura a 

la cual se realiza la actividad también produce un efecto sobre la recuperación funcional, pues 

el agua tibia ayuda a disminuir los espasmos musculares, promueve la relajación muscular y 

puede disminuir la alodinia y la hiperalgesia (Heywood, McClelland y cols., 2017). A nivel 
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celular y molecular,  se ha reportaron que la natación mantiene las conexiones sinápticas 

fuertes y promueve la expresión de factor neurotrófico derivado del cerebro (BNDF) y de la 

NT-3 (Hutchinson, Gómez‐Pinilla y cols., 2004). 

 

II.3. REHABILITACIÓN EN MEDIO ENRIQUECIDO 

El tipo de RB aplicado, debe favorecer no sólo la recuperación motora por la repetición de la 

actividad, sino promover también el auto aprendizaje motor y la motivación para realizar la 

actividad con movimientos naturales de exploración, que incluyan las habilidades motoras 

finas que se obtienen al realizar diferentes actividades (Nithianantharajah y Hannan 2006). 

Aspectos que son importantes porque pueden repercutir en el grado de recuperación funcional 

y, que en la mayoría de los estudios experimentales o ensayos clínicos, no se toman en 

consideración (Starkey, Bleul y cols., 2014). En este sentido, el medio enriquecido (EE) se ha 

utilizado como terapia de RB para el tratamiento de distintas enfermedades neurológicas, 

incluyendo la enfermedad de Alzheimer, de Parkinson y Huntington, la epilepsia, el evento 

cerebrovascular y la esclerosis lateral amiotrófica, entre otras. Aunado a lo anterior, también 

se ha probado su efecto en la remisión del cáncer en modelos de cáncer de colon y melanoma 

(Cao, Liu y cols., 2010). En la LTME, se ha visto que el EE revierte la alodinia, incrementa la 

recuperación locomotora y favorece la preservación del tejido medular (Berrocal, Pearse y 

cols., 2007, Starkey, Bleul y cols., 2014). Al igual que la SW, el EE disminuye el estrés y la 

ansiedad, factores que resultan importantes al repercutir de manera negativa en la 

recuperación funcional (Maldonado Bouchard y Hook 2014, Starkey, Bleul y cols., 2014). 

Además, la exposición al EE puede promover la activación neuronal, la señalización y los 

procesos de plasticidad a través de varias regiones del cerebro (Fig. 11). El EE incrementa la 

estimulación sensitiva, incluyendo las entradas somatosensoriales y visuales, incrementa la 

estimulación cognitiva, por ejemplo, la información espacial, el reconocimiento de objetos y la 

modulación de la atención, funciones que se controlan en el hipocampo y en otras áreas 

corticales (Nithianantharajah y Hannan 2006). También produce modificaciones a nivel celular 

y molecular al favorecer la arborización dendrítica y el aumento de espinas dendríticas en 

varias regiones del cerebro (Mohammed, Zhu y cols., 2002); incrementa el número de 

contactos sinápticos a cualquier edad y modifica la fuerza sináptica, promueve la neurogénesis 

en el hipocampo de ratones jóvenes  (Hosseiny, Pietri y cols., 2015); y la expresión de genes 

y moléculas implicados en procesos de neurogénesis, regeneración y plasticidad como el 

factor derivado de células gliales (GDNF), el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor 
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derivado del cerebro (BNDF) y de la neurotrofina (NT-3) y NT-4. Aunado a lo anterior, la EE 

también puede modificar factores de transcripción como el elemento de respuesta del 

adenosín monofosfato cíclico (AMPc), y el homólogo de la proteína 1 (HOMER1A), los cuales 

se han relacionado con la plasticidad sináptica, así como también a la sinaptofisina 

(Nithianantharajah y Hannan 2006).  No obstante lo anterior, en la LTME se han realizado 

pocos estudios a nivel molecular que expliquen el efecto del EE sobre la recuperación funcional 

en esta patología, aunque se ha descrito que es capaz de incrementar la expresión del BNDF 

(Berrocal, Pearse y cols., 2007). 

 

 

Figura 9. Rehabilitación por Medio Enriquecido (EE). Activa diferentes partes del cerebro, como el área 

somatosensorial (rojo) y la visual (anaranjado). Incrementa la estimulación cognitiva en el hipocampo (azul) y otras 

áreas corticales e incrementa la actividad motora al estimular áreas motoras de la corteza cerebral y del cerebelo 

(verde). Modificado de Enriched environments, experience-dependent plasticity and disorders of the nervous system 

(Nithianantharajah y Hannan 2006). 

 

III. JUSTIFICACIÓN 

En estudios previos, se demostró que los animales con una LTME que fueron implantados con 

PPy/I sintetizado por plasma, tuvieron mayor preservación de tejido nervioso, menor respuesta 

inflamatoria, mejor integración del implante al tejido del huésped y una recuperación funcional 

superior a la de los animales implantados con polímeros sintetizados por métodos químicos o 

electroquímicos convencionales. Además, quedó demostrada su capacidad neuroprotectora 

al atenuar algunos de los procesos fisiopatológicos de la LTME como la lipoperoxidación, la 

isquemia, el estrés oxidante, la inflamación y la apoptosis. 
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En cuanto a RB, esta es la única estrategia terapéutica aceptada mundialmente para el 

tratamiento de la LTME porque fortalece los músculos que aún están activos, previene la 

pérdida del tono muscular y la espasticidad muscular y mejora la circulación sanguínea. 

Además, RB modifica la expresión de moléculas relacionadas con la regeneración nerviosa y 

los procesos de plasticidad, como la proteína asociada al crecimiento 43 o GAP-43, la tubulina 

βIII y la proteína básica de mielina o MBP. 

 

Con base en los mecanismos de acción de ambas estrategias terapéuticas, la aplicación de 

PPy/I sintetizado en plasma en combinación con un esquema mixto de RB por medio de 

natación y medio enriquecido (SW/EE) favorecerá una mejor y más completa recuperación 

funcional después de una LTME. 

 

IV. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Qué efecto tendrá el implante de PPy/I sintetizado por plasma y aplicado sólo o en 

combinación con un esquema mixto de RB por natación y medio enriquecido, sobre la 

expresión de genes y/o moléculas relacionadas con los procesos de neurorregeneración y 

plasticidad nerviosa y sobre la recuperación funcional después de una lesión traumática de 

médula espinal en ratas? 

 

V. HIPÓTESIS 

Si el uso combinado del implante de PPy/I y una estrategia mixta de rehabilitación (nado y 

medio enriquecido), produce una mayor expresión de GAP-43, βIII tubulina y MBP, moléculas 

relacionadas con los procesos de neurorregeneración y plasticidad nerviosa, entonces las 

ratas que reciban este tratamiento tendrán una mayor recuperación funcional después de una 

LTME, en comparación con las ratas a las que se les apliquen los tratamientos por separado. 

 

VI. OBJETIVOS 

VI.1. Objetivo general 

Determinar el efecto del PPy/I en combinación con un esquema mixto de rehabilitación con 

nado y medio enriquecido sobre la expresión de GAP-43, βIII tubulina y MBP, moléculas 

asociadas a la regeneración y plasticidad nerviosa y la recuperación funcional en un modelo 

LTME por contusión en ratas. 



39 
 

VI. 2. Objetivos particulares 

Evaluar el efecto PPy/I en combinación con un esquema mixto de rehabilitación con nado y 

medio enriquecido sobre: 

1. La recuperación funcional (escala BBB y LSS). 

2. Cantidad de tejido nervioso preservado.  

3. Expresión de las proteínas relacionadas en los procesos de regeneración  y  plasticidad 

nerviosa (inmunohistoquímicas) 

Activación e inactivación de genes relacionados con los procesos regeneración y plasticidad 

nerviosa de   (microarreglos). 

 

VII. METODOLOGÍA 

Todos los experimentos con los animales, se realizaron de acuerdo las especificaciones 

técnicas de la Norma Oficial Mexicana para la producción, cuidado y uso de animales de 

laboratorio (NOM-062-ZOO-1999) (Anexos 1 y 2) y con la autorización del Comité Nacional de 

Investigación Científica del IMSS (Número 2015-785-060) (Anexos 3 y 4). 

 

VII.1, Tipo de estudio: Experimental, Analítico, Longitudinal, Prospectivo. 

 

VII.2. Universo de Estudio 

Se utilizaron 90 ratas hembra adultas, de la cepa Long-Evans, con peso corporal entre 250 y 

300 g. Los animales fueron colocados en cajas individuales en un bioterio bajo condiciones 

controladas de temperatura y humedad, con ciclos luz-obscuridad de 12x12 h, con alimento y 

agua a libre demanda. 

  

VII.3. Criterios de selección de la muestra 

Criterios de inclusión 

Se incluyeron ratas hembra de la cepa Long-Evans, sanas, con peso corporal entre 250 y 300 

g, a quienes al momento de realizarles la LTME con el estereotáxico New York University 

Impactor (NYU), registraron un valor numérico menor a 10 y un hematoma en la zona central 

de la médula espinal, así como parálisis en ambas extremidades posteriores el día siguiente 

de la cirugía. 
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Criterios de exclusión 

Se excluyeron las ratas con cualquier alteración que pudieran deberse a la degeneración de 

la cepa o que presentaron alguna infección o afectación del estado de salud. 

 

Criterios de eliminación 

Se eliminaron aquellas ratas que al momento de realizarles la LTME registraron un error mayor 

a 10 al ser lesionadas con el impactador NYU, o que el hematoma posterior al impacto se 

encontrara lateralizado con respecto a la región central de la médula espinal, o que 

presentaran ruptura de meninges al momento de realizar la lesión, o que no presentaran 

parálisis de las extremidades posteriores al día siguiente de la cirugía, y aquellas que no 

completaron el tiempo de evaluación propuesto o que presentaron autosarcofagia. 

 

VII.4. Variables 

Independientes: LTME, administración de PPy/I y la RB. 

Dependientes: Expresión de genes relacionados con los procesos de regeneración y 

plasticidad nerviosa, expresión de proteínas relacionadas con los genes involucrados en los 

procesos de regeneración y plasticidad nerviosa, recuperación locomotora, preservación de 

tejido medular. 

 

VII.5. Síntesis del Polímero de PPy/I 

Se sintetizó una película de PPy/I por la técnica de polimerización por plasma en un reactor 

tubular de vidrio con un volumen aproximado de 1.5 L en donde a través de válvulas en los 

extremos del reactor se introdujeron tanto el monómero de pirrol (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA; 99%) como el yodo (Sigma-Aldrich; 99.8%) por medio de la reducción de la presión 

(10-2 mbar aproximadamente), en el interior del reactor al utilizar una bomba de vacío. La 

polimerización se llevó a cabo a través de descargas de resplandor generadas por plasma con 

un voltaje de 700 V y una potencia de 80 W durante 300 min. Posterior a la síntesis, se realizó 

la caracterización del PPy/I mediante espectroscopia infrarroja (IR) con un espectrofotómetro 

Thermo Scientific Nicolete iS5, el análisis morfológico por medio de microscopia electrónica 

de barrido (Jeol JMS 5900LV) y el análisis elemental mediante sonda (EDS Oxford INCA-

XACT) (Cruz, Morales y cols., 1999, Cruz, Mondragon-Lozano y cols., 2012).  
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Se preparó una suspensión a partir de la película de PPy/I, para lo cual se pulverizaron 

fragmentos de la película y se agregó solución fisiológica (5 mg de PPy/I en 1 ml solución de 

Cloruro de Sodio 0.9%), para su posterior aplicación en el sitio de lesión (Mondragon-Lozano, 

Rios y cols., 2017). 

 

La forma de preparación del biomaterial PPy/I descrita, fue estandarizada anteriormente por 

nuestro grupo de investigación y probada en trabajos previos para el tratamiento de la LTME 

tanto por contusión como por sección completa de la médula espinal  (Olayo, Ríos y cols., 

2008, Mondragon-Lozano, Rios y cols., 2017). 

 

VII.6. Procedimiento quirúrgico 

Los animales se anestesiaron vía intramuscular con una mezcla de ketamina y xilacina a razón 

de 75 y 25 mg/kg de peso corporal, respectivamente. Se aplicaron medidas de asepsia y 

antisepsia, previa tricotomía del dorso del animal. Se realizó disección por planos de piel y 

músculos en la región torácica, se retiró la apófisis espinosa de la vértebra torácica 9 (T9) para 

realizar una laminectomía y exponer la médula espinal sin dañar las meninges, para 

posteriormente realizar una LTME por contusión de intensidad moderada con el estereotáxico  

NYU, que deja caer directamente sobre la médula espinal expuesta, un cilindro de acero de 2 

mm de diámetro con un peso de 10 g, a una altura de 25 mm en forma vertical, guiada y 

controlada por sensores conectados a una computadora que registró el peso, la deformación 

de la médula espinal, la altura de la caída del impactador y la velocidad de la misma (Fig. 12) 

(Gruner, 1992, Vialle, Grochocki y cols., 2007). Después de producir la LTME tanto los 

músculos como la piel fueron suturados por planos con puntos separados. 
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Figura 10. Impactador New York (NYU) para producir la lesión traumática de la médula espinal. El dispositivo 

mide con precisión el movimiento de un cilindro de acero de 10 g que cae de una altura determinada, en este caso 

de 25.0 mm, sobre el segmento torácico 9 (T9) de la médula espinal expuesto por laminectomía. El dispositivo mide 

el movimiento de la columna vertebral subyacente al sitio de impacto, muestra la trayectoria de la barra que cae y 

calcula con precisión (± 1%) cuatro parámetros de contusión: velocidad de impacto (ImpV), distancia de compresión 

del cordón medular (Cd), el tiempo de compresión (Ct) y la tasa de compresión del cordón medular (Cr=Cd/Ct) 

 

VII.7. Cuidados post-operatorios 

Después de la cirugía, los animales fueron colocados en cajas individuales y llevados al 

bioterio, donde recibieron el antibiótico de penicilina benzatínica administrada vía 

intramuscular (1 200,000 UI) y tratamiento analgésico con paracetamol (5 ml/L de agua durante 

5 días). Como terapia post-operatoria, la vejiga neurogénica y el intestino se vaciaron 

manualmente todos los días hasta que el animal recuperó el control de esfínteres. La salud 

general de cada animal en el estudio se verificó diariamente. Aunado a lo anterior, se hicieron 

registros de los animales que presentaron autosarcofagía, hiperextensión, edema, 

espasticidad o anquilosis de las extremidades posteriores. Y cuando fue necesario, se 

proporcionó el tratamiento adecuado. 

 

VII. 8. Diseño Experimental 

Una vez realizada la LTME, las ratas se dividieron aleatoriamente en 4 grupos  (n=6/grupo): 

sin tratamiento (control); aplicación del biopolímero (PPy/I); RB mixta por natación y medio 

enriquecido (SW/EE); y tratamiento combinado (PPy/I + SW/EE). Además, se consideró un 

grupo sin LTME y sin tratamiento (Sham). La recuperación locomotora se evaluó 
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semanalmente con las escalas Basso-Beatide-Bresnahan (BBB) y Lousville (LSS), la cantidad 

de tejido preservado se evaluó mediante análisis histológico-morfométrico 

(hematoxilina/eosina y software FIJI), la expresión de proteínas relacionadas con los procesos 

de regeneración y plasticidad por inmunofluorescencia (Software Image J) y la expresión 

génica mediante microarreglos. 

 

  

Figura 11. Diseño experimental. Se definen los pasos que se siguieron durante la realización del presente 

protocolo de investigación en un modelo de lesión traumática de médula espinal (LTME) por contusión de intensidad 

moderada. Los cinco grupos experimentales considerados: laminectomía sin LTME (sham), LTME sin tratamiento 

(control), aplicación del biopolímero (PPy/I), RB mixta por natación y medio enriquecido (SW/EE); y tratamiento 

combinado (PPy/I + SW/EE). Se muestran también, los procedimiento y las técnicas con las que estos realizaron, 

los tiempos de evaluación, las escalas utilizadas para evaluar el grado de recuperación funcional tanto en campo 

abierto con la escala BBB (Basso, Beathie y Bresnaham) como en tanque de nado con la escala LSS (Louisville).  
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VII.9. Tratamientos 

 

 Aplicación del PPy/I 

La administración de PPy/I se realizó 48 h después de la LTME, a razón de 5 mg/ml en un 

volumen de 30 µL, mediante inyección directa en el sitio de lesión, previa re-apertura de la 

herida quirúrgica y bajo efecto anestésico (Alvarez-Mejia, Morales y cols., 2015, Mondragon-

Lozano, Rios y cols., 2017).  

 

Terapias de Rehabilitación 

La RB mixta con SW/EE, comenzó 15 días después de la LTME a fin de evitar lesionar aún 

más la médula espinal, por la susceptibilidad del tejido nervioso durante las etapas iniciales 

después de una lesión de esta naturaleza (Magnuson, Smith y cols., 2009, Piao, Stoica y cols., 

2013). Las terapias de RB y las evaluaciones de la recuperación funcional se realizaron en las 

instalaciones del Proyecto Camina A.C. 

 

Previo al inicio de la terapia con SW/EE, los animales recibieron diariamente masaje y 

movilizaciones pasivo-asistidas, mediante movimientos circulares según permitiera cada 

articulación, como se realiza el movimiento en una bicicleta, para facilitar el reaprendizaje del 

movimiento en las extremidades posteriores. 

 

Rehabilitación por nado 

 

Pre-entrenamiento 

Una semana antes de producirles la LTME, los animales fueron colocados en un tanque de 

vidrio (149x18.5x30 cm) con agua a temperatura controlada para realizar la actividad de nado. 

Al final del carril, el tanque contaba con una plataforma acrílica antiderrapante para que el 

animal pudiera descansar como se describió por Smith y cols., (2009). La adaptación de los 

animales al nuevo ambiente se realizó colocándolos por 6 días consecutivos en el tanque de 

agua durante 2 min, con incrementos de 1 min  cada día hasta llegar a 7 min al término de la 

semana de pre-entrenamiento. Al final de la actividad los animales recibieron semillas o cereal 

como refuerzo positivo (Smith, Brown y cols., 2009). 
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Rehabilitación 

Dos semanas después de producirse la LTME, se iniciaron las sesiones de RB con natación 

(Magnuson, Smith y cols., 2009), se colocaron a los animales en el tanque con agua cada 

tercer día con sesiones de 2 min, se incrementó 1 min cada semana hasta concluir 6 semanas. 

En cada sesión, los animales recibieron apoyo por parte del rehabilitador para llevar a cabo la 

actividad mientras no tuvieran el control del tren posterior. Aunado a lo anterior, se llevaron a 

cabo sesiones de masajes musculares en las extremidades posteriores al concluir la actividad 

para relajar los músculos y evitar la contractura muscular (Guerra y Saavedra 2004). 

 

Rehabilitación en medio enriquecido 

Los animales fueron colocados 2 h diariamente durante 30 o 60 días según el grupo 

experimental al que correspondían, en un ambiente enriquecido provisto con diferentes 

artículos de distintos colores y texturas,  incluyendo ruedas de ejercicio, tubos plásticos para 

laberintos, barras de ejercicio y circuitos de obstáculos, los cuales fueron modificados 

periódicamente a fin de evitar la habituación e incrementar la estimulación motora-sensitiva 

mediante actividades novedosas, así como la interacción social con otras 5 o 6 ratas a la vez 

y la exploración del ambiente (Krech, Rosenzweig y cols., 1960, Will, Rosenzweig y cols., 1977, 

van Praag, Kempermann y cols., 2000).  

 

Recuperación funcional. 

El grado de recuperación funcional se determinó por medio de dos escalas, la escala 

locomotora de Basso, Beattie and Bresnahan (BBB) y la escala de Lousville (LSS). 

 

Escala Basso, Beattie and Bresnahan (BBB) 

La escala BBB (Basso, Beattie y cols., 1995, Basso, Beattie y cols., 1996), evalúa el 

movimiento de las tres articulaciones de las extremidades posteriores (cadera, rodilla y tobillo), 

la amplitud de los mismos, el soporte de peso corporal, la coordinación entre las patas 

delanteras y las traseras y el tiempo de repetición de los mismos.  Consta de 22 puntos, donde 

cero indica movimiento nulo y 21 indica una marcha normal (Anexo 5). La evaluación se realizó 

a doble ciego, en un campo abierto, sobre una superficie plana, 24 h después de la LTME para 

comprobar que los animales presentarán parálisis completa de las extremidades posteriores 

y, después se realizó una vez por semana durante 8 semanas para evaluar el grado de 

recuperación funcional.  
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Figura 12. Parámetros de evaluación de la escala BBB. A. Movimiento de las tres articulaciones de las 

extremidades posteriores, cadera, rodilla y tobillo. B. Amplitud de los movimientos. C. Soporte de peso corporal. D. 

Coordinación entre las patas anteriores,  posteriores y levantamiento de cola.  

 

Escala Louisville (LSS) 

La escala LSS (Smith, Burke y cols., 2006, Smith, Shum-Siu y cols., 2006), evalúa la 

dependencia que presentan los miembros posteriores con respecto a los anteriores, el 

movimiento y alternancia de las extremidades posteriores y la posición y control del cuerpo 

con respecto a la superficie del agua (Fig. 14). Consta de 18 puntos que van de 0 a 17, donde 

cero es la ausencia de las características mencionadas y, 17 representa el movimiento y 

control adecuado para nadar (Anexo 6). 
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Figura 13. Parámetros de evaluación de la escala Louisville (LSS). A. Movimiento y alternancia de las 

extremidades posteriores para un animal sin LTME, el cual obtiene de dichas extremidades el movimiento, la fuerza 

y el impulso para desplazarse a través del tanque de agua. B. Dependencia de las extremidades anteriores para 

realizar el desplazamiento a través del tanque de agua en un animal con LTME. Nótese que los animales sanos 

sólo usan las extremidades anteriores para direccionar su desplazamiento. C. Control del cuerpo. Los animales 

Sanos mantienen el control del tronco en el plano horizontal durante el desplazamiento. D. Posición del cuerpo con 

relación a la superficie del agua, donde un ángulo mayor a 20° indica déficit funcional. 

 

La escala LSS categoriza a las ratas según el puntaje que obtienen, el cual representa el grado 

de recuperación locomotora que logran para realizar el desplazamiento en el agua mediante 

el control y la amplitud de sus movimientos. Si alcanzan entre 0 y 5 puntos se clasifican como 

pobres nadadoras, de 6 a 11 como nadadoras intermedias y de 12 a 17 como buenas 

nadadoras (Smith, Burke y cols., 2006, Smith, Brown y cols., 2009). 

 

VII.10. Eutanasia de los animales 

Al finalizar los dos meses de RB por SW/EE y, al concluir las evaluaciones funcionales 

correspondientes, los animales fueron sacrificados con pentobarbital a dosis letal (100 mg/kg, 

por vía intraperitoneal) de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana referente al sacrificio 
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humanitario animal (Anexo 7) (NOM-033-SAG/ZOO-2014 , NOM-033-ZOO-1995). Se realizó 

perfusión vía intracardiaca con 200 ml de solución salina más 1000 UI de heparina a 

temperatura ambiente, seguida de 250 ml de paraformaldehído al 4% más glutaraldehído en 

una relación 1:1000 (Gage, Kipke y cols., 2012). Al término de la perfusión se extrajo la médula 

espinal incluyendo el epicentro de la lesión más un cm en dirección cefálica y un cm en 

dirección caudal. Posteriormente, las muestras se deshidrataron y se colocaron en parafina, 

se realizaron cortes longitudinales de 6 µm de grosor hasta llegar al epicentro de la lesión con 

un micrótomo de la marca Leica (RM21125RT). Se seleccionaron 9 laminillas por cada animal, 

que contenían 5 cortes cada una. Se utilizaron tres laminillas para el estudio 

histológico/morfométrico, tres para el de inmunofluorescencia y tres más para el de 

inmunohistoquímica. 

 

VII.11. Análisis Morfométrico 

Para realizar el análisis morfométrico, del total de cortes realizados de cada médula espinal, 

se seleccionó la que contenían los cortes donde el epicentro de la lesión fuera más evidente y 

después, a partir de esa laminilla, se seleccionó una laminilla antes y una después y se tiñeron 

con hematoxilina-eosina (Thompson y Richter 1960). De las tres laminillas seleccionadas, se 

consideraron tres cortes de tejido medular, se tomaron imágenes panorámicas con un 

microscopio Leica (MZ6) de campo claro y se colocó cada uno de los cortes en orientación 

cefálico-caudal y se cuantificó el daño presente conformado por el epicentro de la LTME, los 

quistes y microquistes producidos también como resultado de la LTME y, se restó del área 

total del corte de tejido medular. Las mediciones se realizaron con el software FIJI (Schindelin, 

Arganda-Carreras y cols., 2012). 

 

VII.12. Inmunofluorescencia 

Las laminillas seleccionadas para este estudio se colocaron en la estufa a 60°C para retirar el 

exceso de parafina, se hidrataron en un tren de alcoholes graduados y se colocaron en un 

vaso coplin vertical de plástico con buffer de citratos 10 mM a pH 6, dentro de una olla a presión 

durante 20 min, para realizar la recuperación de antígeno. Posterior a este proceso, los tejidos 

fueron permeabilizados con PBS-T (PBS 0.01M-Tritón 0.1%) durante 30 min y bloqueados los 

sitios inespecíficos con 5% de suero de caballo en PBS-T en cámara húmeda durante 30 min. 

Transcurridos los 30 min se colocaron los anticuerpos primarios anti-rabbit GAP-43 (1:500; 

BioRad), anti-rabbit MBP (1:200; ABCAM) y anti-βIII tubulina (1:500; ABCAM) en una cámara 
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húmeda a 4 °C durante toda la noche. Después se realizaron lavados con PBS-T y se 

colocaron los anticuerpos secundarios Alexa flúor® 488 donkey anti-rabbit igG (1:300, 

Molecular Probes) y Alexa flúor® 594 donkey anti- rabbit IgG (1:300, Molecular Probes), 

durante 2 h a temperatura ambiente y en condiciones de obscuridad. Los núcleos de las células 

fueron marcados con Hoechst (1 nM).  

 

Para disminuir la autofluorescencia generada por el propio tejido, el medio de fijación o la 

parafina, las laminillas se colocaron en una solución de Sudán negro B (Sigma Aldrich) al 0.1% 

en 70% de etanol durante 15 min. Después se retiró el exceso de Sudán negro con agua 

destilada y PBS-T y se cubrieron los tejidos con vectashield ® (Baschong, Suetterlin y cols., 

2001) y un cubreobjetos. 

 

Las laminillas se observaron en un microscopio confocal Nikon TI eclipse (A1), donde se 

obtuvieron imágenes 20X de cuatro regiones circundantes al epicentro (cefálico-dorsal, 

cefálico-ventral, caudal-dorsal y caudal-ventral) para realizar la cuantificación de la expresión 

de GAP-43/MBP y βIII tubulina/MBP. La fluorescencia específica se cuantificó en 3 campos 

diferentes, correspondientes a 500 x 500 micras para cada corte. Las cuantificaciones se 

realizaron en el tejido de la médula espinal, sin tomar en cuenta el quiste y tomando como 

referencia el epicentro de la lesión, con el programa Imagen para Windows. 

 

VII. 13. Inmunohistoquímica 

Después de desparafinar las muestras, hidratarlas y recuperar los antígenos descritos 

previamente, los cortes de tejido fueron procesados con el Kit RTU Vectastain® (Vector 

laboratorios, Estados unidos) y bloqueados con suero normal de caballo al 2.5% (Vector) 

durante 20 min, en cámara húmeda a 4 °C. Posteriormente, se colocó el anticuerpo primario 

anti-rabbit (1:500, ABCAM) para GFAP y se incubó durante toda la noche en cámara húmeda 

a 4 °C. Posteriormente, se incubó con el anticuerpo secundario anti-rabbit/mouse IgG (Vector) 

por 2 h a 4 °C. Se realizaron 3 lavados con PBS-tritón de 5 min cada uno. Las laminillas se 

incubaron usando el kit  Vectastain® durante una hora y se realizaron de nuevo 3 lavados con 

PBS-tritón y uno con agua destilada de 5 min cada uno. 

 

Al finalizar los lavados, se colocó la 3-3’ diaminobencidina durante 5 min y se realizaron 

lavados con PBS-Tritón y agua destilada. Después, los cortes de tejido medular fueron 
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digitalizados con un microscopio óptico Leica, el objetivo de 20X. Las imágenes resultantes se 

analizaron por medio del  software Fiji para Windows 10 (Schindelin, Arganda-Carreras y cols., 

2012), y se consideraron cinco cortes de tres laminillas previamente seleccionadas. El área 

circundante al sitio de lesión se dividió en cuatro cuadrantes correspondientes a las regiones 

cefálica-dorsal, cefálica-ventral, caudal-dorsal y caudal-ventral. La cuantificación de astrocitos 

inmunoreactivos a GFAP contenidos dentro de dichas áreas, se realizó manualmente. 

 

VII.14. EXPRESIÓN GÉNICA 

 

 Aislamiento del ácido ribonucleico (ARN) 

Para analizar la expresión génica después de la LTME y las estrategias de RB aplicadas, se 

formaron nuevos grupos experimentales a los que se les realizaron las evaluaciones 

funcionales durante 30 y 60 días tal y como se describió previamente. Al término del 

seguimiento, los animales se sacrificaron por decapitación con apego a los lineamientos 

señalados en la NOM-033-ZOO-1995 y la NOM-033-SAG/ZOO-2014. Se extrajo 1 cm total de 

la médula espinal, a partir del epicentro de la lesión, 0.5 cm en dirección cefálica y 0.5 cm en 

dirección caudal. Cabe señalar que, para extraer el tejido medular, durante todo el proceso se 

trabajó a 4°C, para lo cual se colocó el cuerpo del animal en una cama de hielo y se irrigó todo 

el tiempo a la médula espinal con PBS al 1X a 4°C. Una vez que se extrajo el tejido, se colocó 

en un tubo eppendorff con 1 ml de TRIzol (BioRad) para ser homogenizado, después se le 

agregó 200 µl de cloroformo, se agitó y se centrifugó durante 15 min a 4°C y 12 g. 

 

Una vez centrifugado el tejido, la fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo eppendorf, para 

precipitar el ARN mediante la adición de 500 µl de Isopropanol (Sigma-aldrich). Los tubos 

fueron incubados en hielo durante 30 minutos y al terminar se centrifugaron durante 10 min a 

12 g. 

 

La fase acuosa fue desechada y el pellet formado, lavado con etanol al 75%, después se 

centrifugó durante 5 min a 7500 g.  Finalmente, el pellet fue hidratado con agua libre de 

ribonucleasas (RNAsas) y 24 h después se tomó la lectura de concentración y pureza usando 

el Nanodrop 2000/2000 c a 260/280 nm de Thermo Scientific (Waltham, MA, USA). 
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 Preparación del RNA para el microarreglo 

Análisis de la integridad del ARN  

La integridad del ARN de las muestras, se determinó con el bioanalizador 2100 (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA) y el software 2100 Expert, que mediante el análisis completo 

del gel de electroforesis, examinó el nivel de degradación del ARN y lo clasificó de acuerdo a 

un sistema de numeración de 1 a 10, donde 1 es el perfil de ARN más degradado y 10 el más 

intacto. Las muestras con un número de integridad (RIN) ≥7.0 fueron incluidos en el análisis 

del microarreglo. 

 

Microarreglo 

El análisis del microarreglo se realizó de acuerdo a los protocolos de Affymetrix, Inc. (Santa 

Clara, CA), en el laboratorio de microarreglos del Instituto Nacional de Medicina Genómica 

(INMEGEN). 

 

El ácido desoxirribonucleico complementario (ADNc) de la primera cadena se sintetizó a partir 

de 200 ng de ARN, con la enzima Superscript II  transcriptasa reversa con un oligómero de 

poli (T) que está incorporada a un promotor T7. Para obtener el ácido ribonucleico   (ARNc), 

la síntesis de la segunda cadena de ADNc fue seguida por la transcripción in vitro. Este RNAc 

se uso como molde para un segundo ciclo de síntesis de DNAc con la incorporación de 2’-

deuxiridina, 5’-trifosfato (dUTPs) dentro de la nueva cadena. Después, el DNAc se fragmentó 

y se usaron las endonucleasas glicosilasa uracil-DNA y purina-pirimidina; los fragmentos 

resultantes fueron marcados con biotina y se realizó la hibridación a 45°C durante 16 h. 

Posteriormente, se tiñeron con straptavidina-ficoheritrina conjugada, se lavaron y se 

escanearon con base en el protocolo Affimetrix para chips Clariom™ S.  

 

El análisis de expresión génica se realizó con el microarreglo soluciones Clariom S (Clariom™ 

S). El escaneo y la obtención de resultados del microarreglo fueron seguidos de la 

transformación de los datos de fluorescencia en archivos CEL con la Consola de expresión 

Affymetrix (ECS) y utilizando el software de la Consola de comandos de Affymetrix Gene Chip 

(AGCC). 

 

Para identificar los posibles procesos biológicos modificados por la sobreexpresión o 

disminución génica provocada por la LTME y por cada uno de los tratamientos aplicados, se 
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realizó un análisis con la base de datos Análisis de proteínas a través de la relación evolutiva 

(PANTHER) v16.0 que realiza un análisis en el cual clasifica a los genes de acuerdo a la 

Categoría Ontogénica (GO) en la que participan, dichas categorías  están organizadas según 

el tipo de familia o subfamilia a la que el gen en cuestión pertenece (clase de proteína), la 

función  molecular que realiza, el proceso biológico en el que podría participar y la interacción 

con otras moléculas. Cabe señalar que los genes analizados pueden participar en una o más 

Categorías Ontogénicas (GO).  

 

VII.15. Análisis Estadístico 

A los datos obtenidos como resultado se les aplicó la prueba de homogeneidad de varianza 

de Levene para definir la inferencia estadística. Para los datos de las evaluaciones funcionales 

(escalas BBB y LSS) se analizaron mediante una ANOVA de medidas repetidas seguida de la 

prueba de Tukey para las comparaciones múltiples. La cantidad de tejido preservado y la 

astrocitosis reactiva se analizaron mediante la prueba ANOVA de una sola vía, seguida de la 

prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. La cuantificación de fluorescencia para βIII-

tubulina/MBP se llevó a cabo mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de 

comparaciones múltiples de Dunn y para GAP43/MBP, se realizó mediante ANOVA 

unidireccional seguida por la prueba de comparaciones múltiples de Tukey. El programa IBM® 

SPSS versión 20.0 para Windows 10 y el software GraphPad Prism® versión 6.0 para 

Windows 10, se utilizaron para analizar y graficar los datos, respectivamente. 

 

Los resultados del microarreglo fueron normalizados usando el algoritmo de análisis robusto 

multichip (RMA), con la consola de expresión Affymetrix (ECS). Después se realizó un análisis 

por comparación usando el software R (Paquete Bioconductor) y se aplicó una ANOVA de una 

sola vía, además de un análisis tasa de falsos descubrimientos (FDR). Posterior a esto, se 

realizó un análisis de expresión diferencial con el paquete Modelos lineales de datos de 

micromatrices (LIMMA) con la prueba t moderada y el FDR Benjamini-Hochberg, como análisis 

estadístico. Los resultados se obtuvieron a través del software 4.0.1 Consola de análisis 

transcriptomico de Affymetrix (TAC) (Thermo Fisher Scientific), con base en una razón de 

cambio mayor a -2 y menor a 2, con un valor de p <0.05 para indicar las diferencias entre los 

genes expresados al aplicar los tratamientos probados. 
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VIII. RESULTADOS 

 

VIII.1. Caracterización del PPy/I sintetizado por plasma 

 

La estructura química del biopolímero PPy/I sintetizado por plasma tiene absorciones de 

espectroscopía infrarroja (IR) con contribución de siete bandas de absorción principales. El 

ancho centrado en 3332 cm1- incluye interacciones =C–H, N–H y O–H en el polímero. Los dos 

primeros son parte de la estructura del PPy/I, pero el O-H se origina de la oxidación 

atmosférica. La banda de absorción centrada en 2932 cm– 1 se puede asignar a grupos 

alifáticos -C–H que no forman parte de la estructura canónica del PPy que podrían estar 

relacionados con la presencia de fragmentos de pirrol debido a las colisiones de alta energía 

entre las partículas durante la síntesis por plasma. La absorción en 2359 y 2220 cm–1 

corresponde a resonancias de grupos -C=, expresados como ≈C≈, y grupos de nitrilo; el 

primero está asociado con la columna vertebral de los anillos de pirrol, pero el otro sugiere una 

alta deshidrogenación y la rotura de algunos anillos del monómero. La banda de absorción con 

la intensidad más alta está en 1611 cm–1 y puede asociarse con grupos C=C y C-N de anillos 

de pirrol. También se pueden encontrar otras absorciones de grupos =C-H en la estructura del 

PPy en 1415 y 728 cm-1. Otra pequeña absorción puede estar en 604 cm-1 atribuida a los 

grupos C-I, originados en el dopaje con yodo durante la polimerización por plasma. Por lo 

tanto, la estructura del PPy/I, tiene contribuciones de sus propios grupos químicos y de otros 

derivados de fragmentos de los anillos del pirrol (Fig. 14A). 

 

El contenido elemental en % de átomos se muestra en el inserto de la Figura 14B. El análisis 

se realizó considerando aproximadamente el primer nm de la superficie de la muestra, que 

generalmente está ligeramente más oxidada que las capas más profundas. Como muestra el 

inserto de la Figura 14B, el contenido de oxígeno fue del 9,58%; mientras que el contenido de 

C, N y Si, fue de 74.97%, 14.48% y 0.97%, respectivamente. La relación atómica C/N de las 

moléculas de pirrol es 4, sin embargo, en el PPy/I, la relación atómica la C/N fue de 5.2, que 

es ligeramente más alta que la del pirrol debido a la fragmentación y oxidación ocurrida durante 

la síntesis. Cabe destacar que no se encontraron átomos de yodo en la superficie de los 

polímeros. En otros trabajos, se ha discutido que una de las funciones del yodo en la 

polimerización por plasma es catalizar las reacciones químicas, además de su función de 

dopante. El PPy/I se sintetizó como películas delgadas (Fig. 14C) y se molió manualmente en 
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un mortero de ágata con pistilo para obtener un polvo con un diámetro medio aparente de 

partículas de aproximadamente 1 µm (Fig. 14D). 

Figura 14. Caracterización del implante de polipirrol/ yodo (PPy/I). A. Contenido elemental en porcentaje de 

átomos. B. Grupos químicos y otros derivados de fragmentos de anillos de pirrol. C. Películas delgadas de la 

síntesis del PPy/I obtenidas en un microscopio electrónico de barrido. D. Polvo de PPy/I obtenido mediante molido 

manual en un mortero Agatha para obtener un polvo con un diámetro aparente medio de partículas de 

aproximadamente 1 µm. 

 

VIII.2. Condición clínica 

El estado general de salud y la condición clínica de los animales que recibieron RB por SW/EE, 

fue mejor que la de los animales del grupo control, ya que los animales con RB recuperaron el 

control de esfínteres, y vaciaron sus vejigas e intestinos por sí mismos, desde la primera 

semana después de iniciar el tratamiento; mientras que los animales del grupo de control no 

recuperaron esta capacidad. Más aún, en el grupo tratado con PPy/I+SW/EE, no hubo casos 

de edema en las extremidades posteriores, ni antes ni después del inicio de la RB, mientras 

que en el grupo que recibió solo SW/EE, ocurrieron 3 casos de edema, los cuales mejoraron 

durante la primera semana después del inicio del tratamiento. Así mismo, la RB por SW/EE 

redujo 3 veces el número de animales con hiperextensión de las extremidades posteriores, 

mientras que los animales con espasticidad en los grupos experimentales que recibieron 

SW/EE y PPy/I+SW/EE mejoraron en un máximo de 15 días después de que se inició la RB y, 

la espasticidad no reapareció, caso contrario a lo observado en los animales que no recibieron 

RB. No se identificaron animales con anquilosis en los grupos que recibieron RB. Además, los 
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dos casos de autosarcofagía que se observaron, se resolvieron completamente después de 

que se iniciara la RB por SW/EE. Todo lo anterior se reflejó en el rendimiento de los animales 

durante la evaluación funcional realizada con la escala BBB en campo abierto. 

 

VIII.3. Recuperación de la función locomotora. Evaluada con las escalas LSS y BBB. 

La recuperación funcional de las extremidades posteriores de los animales incluidos en el 

estudio se evaluó mediante dos escalas: la escala LSS y la escala BBB.  

 

Con respecto a la recuperación funcional evaluada y medida con la escala LSS, las ratas del 

grupo control obtuvieron una puntuación de 3 ± 0.36 (Fig. 15A), lo que indica que exhibieron 

movimientos ligeros en las tres articulaciones, disminución del control corporal en el agua y 

dependencia constante de las extremidades anteriores durante todas las sesiones de SW, lo 

que las clasificó como nadadoras pobres. En la escala BBB, este grupo obtuvo un puntaje 

promedio final de 4 ± 0.18 (19.04% de la recuperación motora completa), lo que significa que 

los animales presentaron movimientos ligeros en las tres articulaciones evaluadas, es decir, la 

cadera, la rodilla y el tobillo (Fig. 15B). 

 

Aunque las ratas que recibieron el polímero PPy/I pero que no se sometieron a RB por SW/EE, 

lograron una puntuación en la escala de LSS similar a la obtenida por el grupo control (Fig. 

15A), estos animales obtuvieron una puntuación en la escala BBB de más del doble de lo 

logrado por los animales del grupo de control, puntaje de 8.87 ± 0.52 (42.23% de recuperación 

motora completa) al final del período de evaluación, lo que significa que las ratas exhibieron 

movimientos amplios de las tres articulaciones de las extremidades posteriores e intención de 

caminar y, en algunos casos, exhibieron una colocación plantar exitosa de las extremidades 

posteriores en la superficie de evaluación (Fig. 15B). 

 

Las ratas que se sometieron solo a RB por SW/EE lograron una puntuación de 7.75 ± 0.2 en 

la escala de LSS, por lo que fueron clasificadas como nadadoras intermedias al final del 

estudio, ya que exhibieron amplios movimientos de sus extremidades posteriores y control 

corporal que les permitió permanecer en paralelo a la superficie del agua durante el 

desplazamiento, aunque se mantuvo la dependencia de las extremidades anteriores (Fig. 

15A). Este grupo logró una puntuación de 11.8 ± 0.26 (56.19% de recuperación motora 

completa) en la escala BBB al final del período de evaluación, lo que significa que las ratas 
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exhibieron movimientos amplios de las tres articulaciones, colocaron correctamente las patas 

posteriores sobre la superficie de evaluación y soportaron su peso corporal de manera 

frecuente o consistente, aunque no presentaron coordinación entre las extremidades 

anteriores y posteriores durante la marcha (Fig. 15B). 

 

En contraste, las ratas del grupo que recibió PPy/I+SW/EE, calificaron como buenas 

nadadoras en la escala de LSS con un puntaje final de 11.5 ± 1.3 debido al movimiento extenso 

de las articulaciones de las extremidades posteriores, sin dependencia de las extremidades 

anteriores, con control del cuerpo durante el desplazamiento y el movimiento de la cola (Fig. 

15A). Cabe señalar que los movimientos realizados por los animales de este grupo fueron 

consistentes y coordinados desde el comienzo de la evaluación hasta la sexta semana, a 

diferencia de lo que se observó en el grupo que recibió solo la RB con SW/EE. Al evaluar a las 

ratas del grupo PPy/I+SW/EE con la escala funcional BBB, se observó que estas pudieron 

sostener el tren posterior y coordinar sus extremidades anteriores y posteriores durante la 

marcha de manera consistente, por lo que el grupo obtuvo un puntaje promedio de 14.13 ± 

1.83 (67.28% de recuperación motora completa; Fig. 15B). 

 

Figura 15. Resultados de la recuperación de la función locomotora. A Recuperación locomotora basado en la 

escala de natación de Louisville o LSS. Los resultados se expresan como la media ± SEM, Sin tratamiento (Control, 

n = 6), polipirrol/yodo (PPy/I, n = 6), rehabilitación por natación y ambiente enriquecido (SW/EE, n = 4) y tratamiento 

combinado (PPy/I + SW/EE, n = 4). ANOVA de medidas repetidas seguido de la prueba de comparaciones múltiples 

de Tukey *p < 0,0001. B. Recuperación de la función locomotora, evaluada en campo abierto con la escala de 
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Basso, Beattie y Bresnaham o BBB. ANOVA de medidas repetidas seguido de la prueba de comparaciones 

múltiples de Tukey *p < 0,0001 

 

VIII.4. Cuantificación del tejido preservado y análisis morfológico. 

Después de dos meses de seguimiento, se realizó el análisis histológico después de teñir los 

cortes de tejido con hematoxilina-eosina para identificar cambios en la citoarquitectura del área 

rostral y caudal de la médula espinal, así como del epicentro de la lesión de los animales de 

cada grupo experimental.  

 

En el caso del grupo control, se observó una marcada reacción astroglial y la presencia de 

macrófagos dentro y fuera del sitio de la lesión, así como una disposición irregular y 

desordenada del tejido nervioso. Del mismo modo, se identificó la formación de estructuras 

vacuolares y seudoquistes que contenían fragmentos de axones degenerados y restos 

celulares alrededor del sitio de la lesión. En el área rostral de la médula espinal de los animales 

pertenecientes a los grupos tratados con PPy/I y PPy/I+SW/EE, se observó la presencia de 

hemosiderófagos que fagocitaban restos de sangre y productos de la hemorragia  resultante 

del trauma, así como hemosiderina en el área caudal, lo cual también se observó en la región 

caudal de la médula espinal de los animales que se sometieron a RB (Fig. 16A). Aunque la 

reacción astroglial disminuyó en los tres grupos que recibieron alguno de los tratamientos, se 

observó la presencia de macrófagos espumosos en el epicentro de la lesión y en el área 

caudal, lo cual fue más evidente en los grupos que recibieron por separado el PPy/I o la RB 

por SW/EE, en contraste con el grupo que recibió ambos tratamientos en combinación 

(PPyI+SW/EE). En los grupos que fueron tratados con el biopolímero PPy/I, los macrófagos 

fagocitaron restos celulares, pero no fragmentos del PPy/I (Fig. 16A), cuya presencia redujo 

el daño estructural al tejido nervioso en las porciones rostral y caudal de la médula espinal. 

Cabe destacar que, el epicentro de la lesión de los animales que recibieron cualquiera de los 

3 tratamientos fue ocupado principalmente por tejido, mientras que en el grupo control, se 

formó una zona quística en esta área. Además, se observaron vasos sanguíneos de reciente 

formación en el epicentro de la lesión en los grupos tratados con PPy/I o SW/EE, lo que 

fortalece la idea de un probable proceso de reparación. Más aún, en el grupo que recibió el 

tratamiento combinado PPy/I+SW/EE, en la región caudal se observó la presencia de 

neuronas con núcleos redondos e intactos y nucléolos, mientras que en el grupo que recibió 
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solo el PPy/I, algunas neuronas estaban en buen estado, aunque otras estaban en proceso de 

muerte celular por autofagia, principalmente en la zona rostral (Fig. 16A).  

 

En los animales del grupo de control, se detectó la menor cantidad de tejido nervioso 

preservado (23 ± 0,52 μm), la formación de numerosos microquistes y quistes en la periferia 

del epicentro de la lesión y quistes grandes en la porción central de la médula espinal (Fig. 

16A y B). Aunque el grupo tratado con SW/EE no mostró diferencias significativas con 

respecto al resto de los grupos en relación a la preservación del tejido nervioso debido al 

adelgazamiento de la médula espinal en el epicentro de la lesión, si exhibió un daño reducido 

inducido por la LTME (24.52 ± 01.32 μm) aunado a la presencia de neuronas cerca del sitio de 

la lesión y tejido de composición no identificada aún (Fig. 16A y B). Por otro lado, la cantidad 

de tejido preservado en los animales del grupo que recibió el PPy/I (25.91 ± 0.82 μm), así 

como del grupo que recibió el tratamiento combinado con PPy/I+SW/EE (26.74 ± 0.78 μm), 

mostraron diferencias significativas en comparación con los animales del grupo de control (p 

= 0.0228 y p = 0.0029, respectivamente), pero sin diferencias significativas entre estos dos 

grupos (Fig. 16B). 
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Figura 16. Análisis histológico. A. Cortes longitudinales de la médula espinal de animales representativos de 

cada grupo teñidos con hematoxilina-eosina (2.0X). Se muestra el grado de destrucción del tejido medular y los 

quistes formados en la médula espinal de animales representativos de cada grupo, con sus respectivos 

acercamientos a 20X y 40X en el epicentro de la lesión (EP) y las áreas rostral (R) y caudal (CA) de la médula 

espinal, donde se observan macrófagos (MC) y se aprecia el biopolímero alrededor del sitio de lesión (SL) en los 

especímenes de los grupos tratados con polipirrol yodo (PPy/I) y PPy/I+ rehabilitación física con nado y medio 

enriquecido (SW/EE). Nótese que en el espécimen de este último grupo también se observa la presencia de 

neuronas (N) y la neoformación de vasos sanguíneos (BV). B. Cuantificación del tejido preservado, mediante 

análisis morfométrico con el software Fiji. ANOVA de una vía seguida de Dunnett (p<0.05). Media ± SEM (n=6). El 

grupo control sin tratamiento es diferente al de PPy/I *(p=0.0028) y PPy/I+RB *(p=0.0029). 
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VIII.5. Evaluación por Inmunofluorescencia de la expresión de GAP-43, MBP y βIII-

tubulina. 

Se evaluaron las moléculas relacionadas con los procesos de plasticidad y regeneración 

nerviosa, incluidas GAP-43, βIII-tubulina y MBP. La inmunofluorescencia para βIII-tubulina y 

GAP-43 mostró la expresión de ambos marcadores en el epicentro de la lesión en los grupos 

de tratamiento PPy/I, SW/EE y PPy/I+SW/EE, mientras que en las ratas del grupo control, la 

expresión de estas moléculas estuvo prácticamente ausente. Lo relevante es que la médula 

espinal de los animales tratados con SW/EE y PPy/I+SW/EE exhibió fibras positivas a βIII-

tubulina que cruzaron el sitio de la lesión y se colocalizaron con GAP-43 (Fig. 17), mientras 

que MBP mostró una ligera expresión en el epicentro de la lesión sin colocalización con βIII-

tubulina (Fig. 18). Estos resultados se observaron en el 66% de los animales tratados con 

SW/EE o PPy/I+SW/EE, en el 33% de los animales tratados con PPy/I y en ninguno de los 

animales del grupo de control. 

 

Aunque el grupo control no mostró expresión de MBP (verde) ni de βIII-tubulina (rojo) en el 

sitio de lesión, es posible observar la expresión de MBP a lo largo de la sustancia blanca en la 

periferia del tejido dañado. Lo mismo se observa en el caso del grupo tratado con PPy/I y 

SW/EE. Sin embargo, en el grupo que recibió el tratamiento combinado PPy/I+SW/EE, sólo se 

observó marcaje positivo para βIII-tubulina y expresión de MBP cerca de los cuerpos celulares 

localizados en el sitio de lesión (Fig. 18). 

 

El análisis de la inmunoflurescencia para la proteína βIII-tubulina mostró un aumento 

significativo de su expresión en los grupos que recibieron PPy/I, SW/EE o PPy/I+SW/E, 

(p=0.0002, p<0.0001 y p=0.0009, respectivamente). Con respecto a GAP-43 y MBP, el 

inmunomarcaje solo fue significativo en el grupo que recibió el PPy/I (p=0.0096 y 0.0032, 

respectivamente) (Fig. 19). 
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Figura 17. Expresión de moléculas relacionadas con los procesos de regeneración y plasticidad neuronal 

después de una lesión traumática de médula espinal (LTME). Doble marcaje inmunohistoquímico de cortes 

longitudinales de la médula espinal 8 semanas después de una LTME: Sin tratamiento (Control), polipirrol/yodo 

(PPy/I), rehabilitación por nado y medio enriquecido (SW/EE) y, tratamiento combinado (PPy/I+SW/EE). Se observa 

el inmuno-marcaje de GAP-43 (verde), proteína asociada al recrecimiento axonal y, de βIII-tubulina (rojo), proteína 
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asociada a la regeneración y guía axonal. Los núcleos celulares se observan en azul (Hoechst). Co-localización de 

GAP43 y βIII tubulina (puntas de flecha), PPy/I implantado (flechas). 

 

 

Figura 18. Expresión de la proteína básica de la mielina (MBP) después de una lesión traumática de médula 

espinal. Doble marcaje inmunohistoquímico en cortes longitudinales de la médula espinal 8 semanas después de 

una lesión traumática de la médula espinal: Sin tratamiento (Control), polipirrol/yodo (PPy/I), rehabilitación por nado 

y medio enriquecido (SW/EE) y, tratamiento combinado (PPy/I+SW/EE). Inmuno-marcaje de MBP (verde), proteína 

relacionada con los procesos de mielinización y de βIII-tubulina (rojo), proteína asociada a la regeneración y guía 
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axonal. Los núcleos celulares se encuentran marcados en azul (Hoechst). Co-localización de MBP y βIII-tubulina 

(puntas de flecha), PPy/I implantado (flechas). 

 

 

Figura 19. Cuantificación del área de fluorescencia resultante del análisis de inmunoflurescencia de βIII-

tubulina, GAP-43 y MBP 8 semanas después de la lesión traumática de la médula espinal: Sin tratamiento 

(Control), polipirrol/yodo (PPy/I), rehabilitación por nado y medio enriquecido (SW/EE) y, tratamiento combinado 

(PPy/I+SW/EE). La proteína βIII-tubulina mostró un aumento significativo en los grupos PPy/I, SW/EE y 

PPy/I+SW/EE (* p=0.0002, p<0.0001 y p=0.0009, respectivamente) al compararlos con el grupo control. Prueba de 

Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones múltiples de Dunn. El imuno-marcaje de las proteínas GAP-

43 y MBP mostró un aumento significativo en el grupo tratado con PPy/I (* p=0.0096 y p=0.0032, respectivamente) 

al compararlos con el grupo control. ANOVA de una vía seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Tukey. 

 

VIII.6. Astrocitos inmunoreactivos a GFAP. 

En el grupo de control, la expresión de GFAP aumentó en respuesta a la LTME debido a la 

gliosis reactiva producida principalmente por astrocitos hipertróficos, mientras que en los 

grupos tratados con SW/EE, PPy/I y PPy/I+SW/EE, la expresión de GFAP disminuyó (Fig. 

22A). El porcentaje de astrocitos inmunoreactivos a GFAP en el grupo control fue de 85.6 ± 

6,4 mm2. En el grupo que recibió RB por SW/EE, el área astrocítica se redujo a 63.06 ± 5.6 

mm2 y en el grupo tratado con PPy/I se redujo a 50.2 ± 3.3 mm2, mientras que en el grupo que 

recibió el tratamiento combinado PPy/I+SW/EE, se redujo a 47 ± 5.6 mm2. Aunque las 

diferencias fueron significativas en todos los casos (p=0.05), esta fue mayor en los animales 

tratados con PPy/I (p=0.0001) y con PPy/I+SW/EE (p=0.0001), en los que la formación de la 
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cicatriz glial se caracterizó por la presencia de gliosis moderada en la interfaz entre el 

biopolímero PPy/I y el tejido de la médula espinal (Fig. 20A y B). 

 

 

Figura 20. Expresión de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) después de una lesión traumática de médula 

espinal (LTME). A. Astrocitos inmunoreactivos a GFAP después de la rehabilitación por nado y medio enriquecido 

(SW/EE), del tratamiento con polipirrol yodo (PPy/I) y de la combinación de ambos (PPy/I+SW/EE). B. 

Cuantificación de los astrocitos inmunoreactivos en la medula espinal de los animales incluidos en los diferentes 

grupos experimentales. ANOVA de una vía seguida de la prueba de Dunnet (* p<0.05), Media ± SEM. 
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VIII.7. Expresión génica  

Se analizó la integridad del RNA de un total de 15 muestras que corresponden a 3 animales 

por grupo y 30 días de evaluaciones funcionales. Los grupos analizados corresponden a un 

grupo Sham, Control, PPy/I y PPy/I+SW/EE. En la Figura 21 se presentan los electrogramas 

y el gel, obtenido a partir de muestras representativas de cada grupo experimental, que indican 

un RIN superior a 7 y fragmentos de RNA conservados. 

 

 

Figura 21. Análisis de la calidad del RNA. Electrogramas del bioanalizador y gel que indican la integridad del 

RNA (RIN) representativos de cada uno de los grupos experimentales analizados.   

 

Los perfiles de expresión génica entre los grupos experimentales se analizaron con el 

programa TAC, con una significancia de p<0.05 y un fold cange (FC) o razón de cambio menor 

a 2 o mayor a -2. Es así como al comparar el grupo sham y el grupo control, se observó que, 

de un total de 23188 genes analizados en el microarreglo, 3570 se modificaron debido a la 

LTME, de ese grupo de genes 1734, es decir el 48.57% están sobre expresados y 1836, es 
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decir el 51.43% se encuentran regulados a la baja. Asímismo, la comparación del grupo control 

el que recibió el PPy/I, mostró que este último modifica 82 genes en total, de los cuales 65 son 

sobreexpresados y 17 presentan disminución en su expresión. 

 

La comparación en la expresión de genes entre el grupo control y el grupo con el tratamiento 

PPy/I+SW/EE, indicó un total de 84 genes modificados por la intervención combinada, 41 

sobre expresados y 43 presentaron una disminución en su expresión (Fig. 22A). Estos datos 

señalan que la intervención con PPy/I regula a la alta una mayor cantidad de genes comparado 

con el tratamiento de la combinación (PPy/I + SW/EE) cuya modificación en la expresión de 

genes representa casi el mismo porcentaje para genes regulados a la alta que aquellos que 

regulados a la baja (Fig. 22B). 

 

La comparación de los perfiles de expresión génica también se realizó entre los grupos PPy/I 

y PPy/I + SW/EE observándose que entre ambos tratamientos modifican la expresión de 156 

genes en total posterior a la LTME, de los cuales, comparten sólo 10. 
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Figura 22. Expresión génica diferencial. A. Gráfica de Volcán de los genes expresados diferencialmente FC (-2 

a +2), p<0.05, a los 30 días después de la lesión traumática de la médula espinal (LTME). Los genes sobre 

expresados se encuentran representados en rojo y los en verde. B. Comparación del número de genes expresados 

en el grupo control y los grupos con los tratamientos PPy/I y PPy/I + SW/EE. Así como el número de genes 

expresados y compartidos entre PPy/I y PPy/I + SW/EE.   

 

Considerado los datos del microarreglo obtenidos y el análisis con la base de datos PANTHER 

se encontró que las GO con mayor participación de genes tanto con el tratamiento de PPy/I 

como con PPy/I + SW/EE fueron la categoría de “procesos biológicos” donde sobresalieron las 

subcategorías “procesos celulares” y “procesos metabólicos”, “regulación biológica”, 

“localización”, “respuesta a estímulos” y “señalización” (Fig. 23 y 24).  

 

El tratamiento con PPy/I modificó 34 genes relacionados con procesos de metabolismo celular, 

biogénesis celular, comunicación celular, respuesta celular a estímulos, “transducción de 
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señales”, principalmente. Aunado al análisis con la plataforma PANTHER, se realizó una 

búsqueda bibliográfica enfocada en los trabajos de LTME que resaltan la expresión de los 

genes encontrados en cada uno de los procesos biológicos mencionados y se encontró que 

los genes cuya expresión se modifica con la administración de PPy/I, en general parecen estar 

relacionados con procesos de diferenciación durante el desarrollo del SNC (Samd14, 

Dapl1,Adam8), neurogénesis (Ache) transmisión sináptica (Rerg, Slc18a3, Sl32a1), 

crecimiento de neuritas y supresión de la muerte neuronal (Adam8), (Fig. 23).  

 

 

Figura 23. Análisis de genes con la administración de polipirrol/yodo (PPy/I) según el proceso biológico en 

el que participan. A. Procesos biológicos alterados por PPy/I sintetizado por plasma y aplicado después de una 

lesión traumática de médula espinal (LTME). B. Lista de genes que participan en procesos celulares modificados 

por PPy/I. 

 

Mientras que el tratamiento combinado PPy/I + SW/EE, modificó 41 genes relacionados con 

procesos, celulares, biogénesis, procesos de desarrollo celular, muerte celular transducción 

de señales procesos basados en microtúbulos, entre otros (Fig. 24). Aunado a lo anterior se 

encontró que, el tratamiento combinado PPy/I+SW/EE, favoreció la expresión de genes que 

participan en la organización celular (Clip3, Parvg, Tubb4, Dnah12 y Dnah11), guía y 

proyección axonal (Dpys15, Dpys13, Calb1 y Kcnc3), desarrollo del SNC (Junb, VEGFb, Kitlg, 
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Cdkn1a, Bcl-2 y Clip3), sinaptogénesis (Cdkn1a, Ttyh3), angiogénesis (VEGFb, Hba1 y Hba-

a1) y mielinogénesis (Myrf, Dopey1) (Fig. 24). 

 

Figura 24. Análisis de genes conla administración de polipirrol/yodo (PPy/I) sintetizado por plasma y 

aplicado en combinación con la rehabilitación mixta por nado y medio enriquecido (SW/EE) según el 

proceso biológico en el que participan.  A. Procesos biológicos alterados por el tratamiento con PPy/I + SW/EE 

después de una lesión traumática de médula espinal (LTME). B. Lista de genes que participan en procesos 

celulares modificados por PPy/I + SW/EE. 

 

Con base en la información anterior, el FC y la p<0.05 del microarreglo, se eligió a la Tubb3, 

Tubb4 y a VEGF para la validación del mismo para un estudio posterior. 

 

IX. DISCUSIÓN   

 

Los resultados del presente estudio muestran que la aplicación combinada del biopolímero 

PPy/I sintetizado por plasma más la RB mixta por SW/EE (PPy/I+SW/EE), mejora la salud 

general de los animales, promueve la preservación del tejido nervioso en el sitio de la lesión, 

reduce la formación de la cicatriz glía, promueve la expresión de moléculas relacionadas con 

los procesos de plasticidad nerviosa no solo en los extremos distales y proximales del sitio de 
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la lesión, sino a través del área lesionada y, permite una mayor recuperación de la función 

motora después de una LTME por contusión. 

 

Aunque se han descrito algunos efectos benéficos de diferentes biomateriales sintetizados por 

métodos químicos o electroquímicos convencionales, incluyendo la reducción del daño a la 

membrana celular y del estrés oxidante, el aumento de la angiogénesis y de la regeneración y 

remielinización axonal (Kataoka, Suzuki y cols., 2004, Hejcl, Ruzicka y cols., 2018), así como 

la reducción de la astrocitosis y la formación de la cicatriz glíal (Woerly, Doan y cols., 2004), 

poco o nada se refieren a la recuperación de la función motora. En el presente estudio, se 

mostró el efecto benéfico del PPy/I sintetizado por plasma, en la recuperación de la función 

motora como lo había reportado nuestro grupo de investigación en trabajos previos, pero con 

diferentes condiciones experimentales y modelo de LTME (Cruz, Mondragon-Lozano y cols., 

2012, Alvarez-Mejia, Morales y cols., 2015b, Mondragon-Lozano, Rios y cols., 2017). Más aún, 

en un trabajo previo, se demostró que los animales con LTME por sección completa de la 

médula espinal que recibieron PPy/I sintetizado por plasma, tuvieron una mejor integración del 

implante en el tejido nervioso, menor respuesta inflamatoria y una mejor recuperación 

funcional que los animales a los que se les aplicó el PPy/I sintetizado por métodos químicos o 

electroquímicos convencionales (Álvarez-Mejía, Salgado-Ceballos y cols., 2015a). 

 

Lo anterior puede deberse al hecho de que el método de síntesis por plasma modifica las 

características fisicoquímicas del biomaterial incluyendo la humectabilidad, la rugosidad o la 

energía libre en la superficie (Kostov, Nishime y cols., 2014). Debido a lo anterior, el 

tratamiento con plasma ha sido utilizado para aumentar la adhesión celular y la 

biocompatibilidad del material a través de la funcionalización de la superficie con grupos 

químicos hidrofílicos y mejorar las propiedades de la superficie (Sagbas, 2016). En este punto, 

el tratamiento de la superficie con plasma de argón seguido de plasma de oxígeno, conduce a 

la incorporación de grupos polares como los grupos hidroxilo que promueven la adhesión 

celular (Jordá-Vilaplana, Fombuena y cols., 2014), o la modificación por plasma atmosférico 

del aire, que aumenta la energía libre de la superficie y mejora la humectabilidad y rugosidad 

de los materiales (Jordá-Vilaplana, Fombuena y cols., 2014). Como algunos polímeros 

tratados con plasma disminuyen significativamente el ángulo de contacto con el agua (de 70 

+ 2º a 24 + 2º), aumentan drásticamente la rugosidad a nanoescala, lo que mejora la 

biocompatibilidad (Wang, Favi y cols., 2016, Griffin, Ibrahim y cols., 2017). Otros tratamientos 
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con plasma promueven la adhesión y la proliferación celular al aumentar la energía superficial, 

la hidrofilia y su funcionalidad química cuando se introducen residuos de oxígeno y nitrógeno 

en la superficie de los polímeros (Chen, Siow y cols., 2017), lo que podría explicar, al menos 

en parte, la activación de los procesos de regeneración (aumento en el expresión de GAP-43) 

y de plasticidad (aumento en la expresión de βIII-tubulina), observados en los animales que 

recibieron el implante de PPy/I después de LTME. Además, se ha mostrado que el material 

funcionalizado con grupos COOH y el andamio funcionalizado con NH2, promueven la 

diferenciación celular (Griffin, Ibrahim y cols., 2017). Debido a que el PPy/I sintetizado por 

plasma contiene gran cantidad de grupos NH2 es posible que dicho  polímero favorezca la 

diferenciación de las células madre neurales intrínsecas localizadas tanto en la capa 

ependimaria de la médula espinal (Rusanescu, 2016) como en las meninges (Meletis, 

Barnabe-Heider y cols., 2008, Decimo, Bifari y cols., 2011), las cuales podrían haber favorecido 

la recuperación funcional observada al final del seguimiento. Sin embargo, debe tenerse en 

cuenta que diferentes tratamientos con plasma podrían producir diversos efectos, ya que 

también se ha demostrado que el material modificado con argón tiene mayor capacidad de 

adsorción de proteínas y es más efectivo para favorecer la adhesión de fibroblastos dérmicos 

humanos, así como para permitir una mayor integración tisular y angiogénesis después de 

implantarlos subcutáneamente, en comparación con los andamios tratados con oxígeno y 

plasma de nitrógeno (Griffin, Palgrave y cols., 2018). 

 

En el presente estudio y, con el objetivo de aumentar los efectos benéficos del PPy/I 

sintetizado por plasma, se utilizó en combinación con la RB física, la única estrategia 

terapéutica aceptada mundialmente para el tratamiento de pacientes con una LTME (Sandrow-

Feinberg y Houlé 2015, Hachem, Ahuja y cols., 2017a). No obstante lo anterior, se ha 

demostrado que si se aplica la RB física en la fase aguda de la LTME, los mecanismos 

secundarios de daño como la inflamación y el estrés oxidante pueden incrementarse y con ello 

el daño a la médula espinal, ya que algunos tipos de RB física pueden alterar la presión arterial, 

aumentar la extravasación de macromoléculas en el parénquima de la médula espinal y 

exacerbar los procesos inflamatorios (Smith, Brown y cols., 2009, Fu, Wang y cols., 2016). 

Debido a que casi ningún tipo de RB física puede iniciarse en las primeras etapas después de 

la LTME por la condición general del paciente y de la propia médula espinal, en el presente 

estudio esta estrategia terapéutica se implementó dos semanas después de la LTME para 
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evitar la progresión del daño, proteger a las neuronas supervivientes, generar 

simultáneamente un entorno favorable para el crecimiento axonal y/o aumentar la conducción 

nerviosa en las fibras supervivientes.  

 

Aunque se ha descrito que la RB por SW produce mejoras importantes en el movimiento y en 

el patrón de marcha de las extremidades posteriores (Smith, Shum-Siu y cols., 2006a), cuando 

se evalúa a los animales en un campo abierto, no se observa una recuperación funcional 

significativa probablemente porque este tipo de RB no siempre mejora la fuerza generada 

(Magnuson, Smith y cols., 2009), ya que la retroalimentación cutánea y la carga de las 

extremidades se reducen significativamente en comparación con lo que ocurre durante la 

marcha con soporte de peso (Muir y Steeves, 1995). Debido a lo anterior, agregamos al 

algoritmo terapéutico de RB por SW, la RB por EE, lo que puede haber influido en las 

diferencias observadas, ya que la RB proporcionada por EE, requiere de varios elementos que 

permiten la actividad física voluntaria y libre individualmente o en grupos; esta última condición 

incluye la interacción social, la cual es otra forma de RB por estimulación (Fischer y Peduzzi, 

2007). Se ha demostrado que la RB por EE promueve la expresión de genes y moléculas 

involucradas en los procesos de neurogénesis, regeneración y plasticidad como son el factor 

de crecimiento nervioso o NGF (Keyvani, Sachser y cols., 2004, Birch, McGarry et al. 2013), 

el factor neurotrófico derivado del cerebro o BDNF (Berrocal, Pearse y cols., 2007) y el factor 

neurotrófico derivado de células gliales o GDNF (Nithianantharajah y Hannan, 2006), así como 

el factor de crecimiento similar a la insulina I o IGF-1 (Koopmans, Brans y cols., 2006, Fischer 

y Peduzzi, 2007) y el factor de crecimiento endotelial vascular o VEGF (Cao, Jiao y cols., 

2004). La RB por EE también puede aumentar las espinas dendríticas de las neuronas 

(Mohammed, Zhu y cols., 2002), modificar el potencial de membrana (Hosseiny, Pietri y cols., 

2015) y promover la sinaptogénesis y la angiogénesis (Gogolla, Galimberti y cols., 2009, 

Williamson, Chao y cols., 2012, Birch, McGarry y cols., 2013). 

 

Con el esquema de RB mixto (SW/EE) que se utilizó, los animales recuperaron el control del 

esfínter urinario y anal en etapas tempranas, lo que les permitió vaciar sus vejigas e intestinos 

voluntariamente a partir de la primera semana de tratamiento, lo cual no ocurrió en los 

animales del grupo de control. Cabe destacar que, casi ningún animal de los grupos que 

recibieron la RB por SW/EE, presentó espasticidad en las extremidades posteriores y, aquellos 

que sí la llegaron a presentar, está disminuyó al iniciar la RB. Lo anterior permitió a los 
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animales permanecer más activos durante la evaluación en campo abierto y generar 

movimientos más amplios, coordinados y consistentes en las extremidades posteriores, en 

comparación con los de los animales de los grupos que no recibieron la RB. Al combinar la RB 

por SW y EE, la actividad motora y la actividad sensorial se estimularon simultáneamente en 

los animales. Esto puede producir cambios bioquímicos en arborizaciones dendríticas, espinas 

dendríticas y sinaptogénesis (Mohammed, Zhu y cols., 2002, Hosseiny, Pietri y cols., 2015). 

Específicamente, en la LTME, ha demostrado que la RB por EE permite la preservación del 

tejido nervioso, revierte la percepción anormal del dolor y mejora la recuperación de la función 

motora (Berrocal, Pearse y cols., 2007). 

 

La estrategia de RB utilizada en el presente estudio, aunada a la aplicación del PPy/I, aumentó 

los efectos benéficos de la RB, los cuales se alcanzaron en un tiempo más corto. Los animales 

que recibieron solo la RB por SW/EE, pudieron sostener su peso corporal con frecuencia y dar 

algunos pasos, pero no pudieron coordinar el movimiento de sus extremidades anteriores y 

posteriores al final del estudio, mientras que los animales del grupo que recibió el tratamiento 

combinado con PPy/I+SW/EE, pudieron mantener su peso corporal sobre sus extremidades 

posteriores de forma consistente, dar pasos plantares y coordinar el movimiento de sus 

extremidades anteriores y posteriores consistentemente (BBB = 14.13 ± 1.83). Más aún, el 

nivel máximo de recuperación funcional alcanzado por los animales tratados con RB por 

SW/EE a las 8 semanas (11.8 ± 0.26), se alcanzó antes de la semana 6 en los animales 

tratados con PPy/I+SW/EE. Miranda y colaboradores (2012), usaron un modelo de LTME 

similar al descrito en este trabajo y, RB mediante laberinto, rampa y caminadora, informaron 

que los mejores resultados se obtuvieron en el grupo que se sometió a RB por rampa, ya que 

estos animales obtuvieron una puntuación de 11.4 en la escala BBB, lo que significa que los 

animales pudieron sostener su peso corporal y producir pasos frecuentes, aunque no pudieron 

coordinar el movimiento de sus extremidades anteriores con el de sus extremidades 

posteriores (Miranda, Vicente y cols., 2012). Así mismo, Smith y colaboradores (2006a) 

informaron hallazgos similares cuando utilizaron el mismo modelo de LTME, pero con RB por 

SW y retroalimentación cutánea durante 64 días a partir del día 14 después de la LTME, con 

lo que los investigadores observaron una recuperación máxima de 10.9 ± 1.3 en la escala BBB 

(Smith, Shum-Siu y cols., 2006a). Cuando se aplicó un esquema de RB similar, pero iniciaron 

la RB por SW al tercer día después de la LTME, los animales solo alcanzaron una puntuación 

de 9.2 ± 1.2 en la escala BBB (Smith, Brown y cols., 2009), lo que concuerda con la teoría 
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acerca de que puede ser contra producente iniciar la RB con actividades que requieren 

esfuerzo en la etapa temprana después de la LTME. Cabe señalar que Berrocal y 

colaboradores (2007) informaron que los animales con LTME que recibieron RB por EE 

lograron 13 a 14 puntos en la escala BBB después de 84 días de evaluación (Berrocal, Pearse 

y cols., 2007). Debido a que el estudio de seguimiento solo se realizó durante 60 días, 

consideramos importante extender el período de seguimiento en futuros estudios para permitir 

que la recuperación funcional alcance su máximo nivel para conocer el alcance real de nuestra 

propuesta terapéutica. 

 

Otro punto a considerar es que, aunque la escala BBB fue desarrollada y validada por Basso 

y colaboradores en 1995 con ratas hembra de las cepas Sprague-Dawley y Long-Evans, con 

LTME producida con el impactador NYU y, que se ha utilizado ampliamente para realizar la 

evaluación funcional en animales con esta patología (Basso, Beattie y cols., 1995), estudios 

posteriores han demostrado que la escala BBB tiene reproducibilidad alta y sensibilidad 

satisfactoria para identificar lesiones de intensidad leve; reproducibilidad satisfactoria pero 

sensibilidad insatisfactoria para identificar lesiones de intensidad moderada y, reproducibilidad 

reducida y sensibilidad insatisfactoria para identificar lesiones de intensidad severa (Barros 

Filho y Molina 2008). Por lo tanto, es importante incluir pruebas de cinemática o mecánica de 

la marcha en futuras evaluaciones funcionales a fin de generar datos más consistentes. 

 

Se ha sugerido que la LTME por contusión de intensidad moderada, disminuye la capacidad 

del animal para soportar su peso corporal pero no disminuye su capacidad para generar 

patrones motores. Sin embargo, en LTME severa, incluso cuando se proporciona algún tipo 

de soporte de peso corporal, dicha capacidad se pierde (Kuerzi, Brown y cols., 2010). Debido 

a lo anterior, la recuperación funcional observada en los animales del presente estudio puede 

estar relacionada con la actividad de los centros generadores de patrones (GPC) en la médula 

espinal, los cuales constituyen circuitos interneuronales capaces de generar actividad rítmica 

básica al alternar entre múltiples grupos musculares con un patrón temporal apropiado de 

activación (Rossignol y Frigon 2011). Los GPC están interconectados y, en el caso específico 

de los cuadrúpedos, las cuatro extremidades están controladas por diferentes GPC (McCrea 

y Rybak 2008). 
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Otro factor que puede haber contribuido a la recuperación funcional de los animales es la 

cantidad de tejido preservado, la cual se evaluó al final del seguimiento mediante el análisis 

morfométrico de la médula espinal. Los animales de los grupos que recibieron el biopolímero 

PPy/I tenían una mayor cantidad de tejido conservado. Esto puede deberse al efecto 

neuroprotector del PPy/I, el cual se demostró previamente en un estudio realizado por nuestro 

propio grupo de investigación (Olayo, Ríos y cols., 2008). En el estudio, la aplicación de PPy/I, 

además de tener el efecto descrito anteriormente, disminuyó la presencia de células 

inflamatorias en la médula espinal después de LTME (Álvarez-Mejía, Salgado-Ceballos y cols., 

2015a) y aumentó la presencia de neuronas y oligodendrocitos en el tejido preservado 

alrededor del epicentro de la lesión.  

 

Adicionalmente, se reportó la presencia de vasos sanguíneos en el sitio de lesión, en los 

grupos PPy/I y SW/EE que sugiere que podría estar en curso un proceso de reparación en el 

tejido lesionado. Esta generación endógena de nuevos vasos celulares puede ocurrir en un 

esfuerzo de auto-reparación , sin embargo, muchos de estos nuevos vasos sanguíneos no 

logran organizarse en una vasculatura funcional (Bearden y Segal 2004). Casella y cols., 

(2001), estudiaron la formación de vasos sanguíneos 2, 4, 7 y 14 días después de una LTME 

por contusión moderada y encontraron que al día 4, la formación de nuevos vasos sanguíneos 

era evidente en el sitio de lesión. Para el día 7, esos nuevos vasos formaron cordones 

continuos orientados longitudinalmente a través del sitio de lesión pero a los 14 días, el número 

de vasos presentes en el sitio de lesión, disminuyó drásticamente (Casella, Marcillo y cols., 

2002) . Cao y cols., (2017). Y con radiación de sincrotrón μCT (SRμCT) para caracterizar los 

cambios espaciales temporales en 3D en la microvasculatura posterior a la LTME, analizaron 

la vasculatura en condiciones normales de la médula espinal y posterior a una LTME y 

observaron una disminución significativa en la fracción de volumen vascular, en la densidad 

de bifurcación, en la densidad del segmento vascular y en la densidad de conectividad vascular 

un día después de la lesión, seguida de un aumento gradual a los 3, 7 y 14 días. También 

reportaron un aumento en la tortuosidad vascular que se estabilizó a los 7 días posteriores a 

la LTME y disminuyó ligeramente durante el proceso de recuperación vascular señalado a los 

28 días (Cao, Zhou y cols., 2017). 

 

En el presente estudio, la presencia de nuevos vasos sanguíneos en el sitio de lesión fue 

observada a los 30 días después de la LTME pero sólo en los grupos que recibieron alguno 
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de los tratamientos, lo que sugiere que el PPy/I y la RB mixta por SW/EE, podrían favorecer la 

preservación de los nuevos vasos formados a partir de la lesión y con esto impactar sobre el 

grado de recuperación alcanzado. Al respecto, se han reportado diferentes estrategias que 

promueven la angiogénesis de forma aguda después de la LTME y han mostrado una 

reducción de la degeneración secundaria y una mejor recuperación funcional. Algunas de las 

estrategias empleadas incluyen factores de crecimiento como el VEGF y el PDGF, trasplantes 

de células con efectos angiogénicos y la aplicación de algunos biomateriales con propiedades 

pro-angiogénicas o capacidad para transportar células o moléculas que favorezcan este 

mecanismo (Haggerty, Maldonado-Lasunción y cols., 2018, Rocha, Sousa y cols., 2018). 

 

Hasta el momento, no se ha descrito nada acerca del posible efecto angiogénico del PPy/I, 

aunque los datos obtenidos del análisis de la expresión génica indican que favorece la 

expresión de moléculas relacionadas con el proceso de angiogénesis y junto con la SW/EE, 

favorece la expresión de VEGF, pero son necesarios más estudios al respecto, que corroboren 

los hallazgos encontrados en el análisis histológico.  

 

 La expresión de moléculas relacionadas con los procesos de plasticidad y regeneración 

nerviosa también pudo participar en el proceso de recuperación funcional observado en el 

presente estudio. Se ha dicho que la capacidad de regeneración de la medula espinal es 

limitada y poco probable, sin embargo, en los últimos años se ha tenido un progreso 

significativo en el entendimiento de los procesos regenerativos necesarios para restaurar el 

daño posterior a una lesión en el SNC. Lee-Liu y cols. (2014) analizaron los procesos 

biológicos activados en respuesta a la lesión de la médula espinal al comparar las etapas 

regenerativas y no regenerativas, mostron diferencias génicas clave entre ambas etapas y las 

agruparon en dos grupos. El primero involucra procesos relacionados con el soporte y 

diferenciación de células madre o progenitoras, como procesos de ciclo celular, de desarrollo 

y metabólicos. El segundo considera los procesos involucrados en proporcionar un entorno 

permisivo o no permisivo para la regeneración, como la respuesta inmune y la inflamatoria, 

procesos de oxidación y reducción y la respuesta al estrés (Lee-Liu, Moreno y cols., 2014). 

 

En este sentido, el tratamiento con PPy/I y PPy/I + SW/EE después de la LTME, modificaron 

un total de 34 y 41 genes respectivamente, relacionados con procesos celulares, metabólicos, 

de regulación biológica, de respuesta a estímulos y de señalización. Más aún, PPy/I favoreció 
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la expresión de genes implicados en procesos de diferenciación durante el desarrollo del SNC 

(Samd14, Dapl1,Adam8), la neurogénesis (Ache), la transmisión sináptica (Rerg, Slc18a3, 

Sl32a1), el crecimiento de neuritas y la supresión de la muerte neuronal (Adam8). Mientras 

que el tratamiento combinado PPy/I +SW/EE modificó genes implicados en la organización 

celular (Clip3, Parvg, Tubb4, Dnah12, Dnah11), la guía y la proyección axonal (Dpys15, 

Dpys13, Calb1, Kcnc3), el desarrollo del SNC (Junb, VEGFb, Kitlg, Cdkn1a, Bcl-2, Clip3), la 

sinaptogénesis (Cdkn1a, Ttyh3), la angiogénesis (VEGFb, Hba1. Hba-a1) y la mielinogénesis 

(Myrf, Dopey1). Por lo que es probable que la modificación de estos procesos contribuya al 

grado de recuperación funcional alcanzado en los animales de este estudio y a la diferencia 

significativa que se presenta entre los tratamientos con PPy/I y con PPy/I + SW/EE. 

 

Se ha descrito que algunas de las moléculas y procesos importantes para que se lleve a cabo 

la regeneración y/o la plasticidad en la médula espinal están relacionados con la etapa del 

desarrollo, por lo que resulta esencial promover estos procesos. En este rubro, la proteína βIII-

tubulina es un elemento de los microtúbulos del citoesqueleto y un miembro de la familia de 

las tubulinas que se encuentra casi exclusivamente en las neuronas y juega un papel 

importante durante el desarrollo del SNC (Sullivan y Cleveland, 1986). Su expresión puede 

aumentar después de una lesión en la edad adulta (Storer y Houle, 2003, Tischfield, Baris y 

cols., 2010) y puede ser modificada por la RB. Cabe destacar que en el presente estudio se 

identificó a la proteína βIII-tubulina en las fibras que atravesaron el epicentro de la lesión en 

los animales de los grupos que recibieron RB por SW/EE y PPy/I + SW/EE; efecto que no se 

observó en los animales del grupo control, en los que se encontró baja expresión de esta 

proteína en la periferia del epicentro de la lesión. Esto puede indicar que la βIII-tubulina tiene 

un efecto neuroprotector ya que las β-tubulinas contienen una cisteína en la posición 239, 

mientras que la βIII-tubulina tiene una cisteína en la posición 124. La posición 239 se puede 

oxidar fácilmente, mientras que la posición 124 es relativamente resistente a la oxidación 

(Ludueña, 1993, Ludueña y Banerjee, 2008), por lo que un aumento en la expresión de βIII-

tubulina durante el proceso de estrés oxidante observado después de LTME, puede 

proporcionar un efecto neuroprotector. 

 

La aplicación tanto del biopolímero PPy/I como de la RB por SW/EE también aumentó la 

expresión de GAP-43, una molécula involucrada en los procesos de regeneración y elongación 

axonal (Kusik, Hammond y cols., 2010). Esto es relevante ya que se ha demostrado que un 
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aumento en la expresión de GAP-43 promueve la plasticidad nerviosa y cambios en las redes 

espinales que controlan los patrones locomotores que a su vez promueven la recuperación 

funcional (Girgis, Merrett y cols., 2007). Por el contrario, la expresión de la MBP, molécula que 

participa en el proceso de mielinización y está directamente relacionada con la funcionalidad 

axonal, mostró baja expresión en el epicentro de la lesión y no se co-localizó con la βIII-

tubulina, probablemente debido a que los procesos de regeneración axonal todavía estaban 

activos, ya que la mielinización solo tiene lugar cuando estos procesos ya han terminado. Sin 

embargo, la remielinización de los axones periféricos al sitio de la lesión fue promovida por la 

aplicación del biopolímero PP/I y/o la RB por SW/EE, lo cual es importante debido a que la 

MBP es capaz de atenuar la activación de la microglía (Cui, Liu y cols., 2016) y su expresión 

ocurre no solo cuando se aplican estrategias de RB que involucran la realización de 

actividades físicas, sino también cuando se aplican tareas de aprendizaje (Sampaio-Baptista, 

Vallès y cols., 2019), y en el caso de la LTME, ambas deben ser considerada cuando se 

necesita volver a aprender a caminar. 

 

A pesar de esto, también se ha descrito que, en organismos desarrollados, los procesos de 

plasticidad se pueden bloquear debido a la reacción de las células gliales después de la LTME 

ya que tanto los astrocitos como la microglía forman una cicatriz capaz de limitar el crecimiento 

axonal al formar una barrera física que previene el crecimiento neuronal y axonal (Lin, Xu y 

cols., 2014), lo cual y está relacionado con un aumento en la expresión de moléculas como 

GFAP. Al respecto, cabe señalar que, en el presente estudio, aunque la RB por SW/EE fue 

capaz de disminuir la expresión de GFAP, esta expresión se redujo aún más en el grupo que 

recibió el tratamiento combinado PPy/I + SW/EE, en el que se observó una delgada cicatriz 

glial y se detectó una menor expresión de GFAP en comparación con la observada en los 

animales del grupo control. De esta forma, el PPy/I y la RB por SW/EE son capaces de modular 

la reactividad de los fenotipos de astrocitos y microglia en la cicatriz glial, y promover así la 

neurorregeneración. 

 

Es importante señalar que, aunque varios biopolímeros como la policaprolactona (Chen, 

Knight y cols., 2011), el colágeno (Suzuki, Kanchiku y cols., 2015), la fibronectina (Khatun, 

King y cols., 2007), el ácido hialurónico (Wen, Yu y cols., 2016), la agarosa (Han, Lee y cols., 

2018), el polietilenglicol (Ren, Liu y cols., 2019), diferentes hidrogeles y el NeuroGel (Woerly, 

Doan y cols., 2004, Hejčl, Růžička y cols., 2018), han probado su capacidad para disminuir el 
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número de astrocitos reactivos, preservar el tejido nervioso y promover el recrecimiento, la 

remielinización axonal y la recuperación funcional, la mayoría de estos biopolímeros no 

producen todos esos efectos beneficiosos juntos. Más aún, algunos de estos efectos benéficos 

pueden deberse al hecho de que algunos de esos biopolímeros se aplicaron en combinación 

con células, fármacos o moléculas tróficas; así, dado que, en general, los biomateriales se 

utilizan prácticamente como andamio, soporte o guía, estos efectos pueden haberse debido a 

las células, fármacos o moléculas tróficas más que al propio polímero (Führmann, Tam y cols., 

2016, Wang, Wang y cols., 2017, Anopas, Junquan y cols., 2018, Zhou, Fan y cols., 2018).  

 

En el presente estudio, el biopolímero PPy/I ejerció sus efectos neuroprotectores y 

neuroregeneradores por sí solo y sin ser combinado con células, moléculas o fármacos. Esto 

puede deberse al método de síntesis utilizado, ya que la síntesis por plasma, que aquí se 

empleó, es capaz de modificar las características físico-químicas de los biopolímeros y, por 

tanto, la forma en que interactúan con el tejido nervioso. Además, algunos de los biomateriales 

sintetizados por métodos químicos y electroquímicos convencionales que han sido probados 

en modelos experimentales de LTME no tuvieron ningún efecto benéfico, produjeron 

citotoxicidad o tuvieron un impacto limitado o nulo en la recuperación funcional (Thonhoff, Lou 

y cols., 2008, Yu, Neeley y cols., 2009, Krishna, Konakondla y cols., 2013, Alvarez-Mejia, 

Morales y cols., 2015, Mendonça, Soares y cols., 2016). En este contexto, en un estudio 

realizado en ratas Sprague-Dawley con LTME, tratadas con RB en caminadora y andamios 

cargados con NT-3, aunque los autores informaron una robusta regeneración axonal, la 

función motora no difirió significativamente de la observada en los animales que no recibieron 

la RB (Anopas, Junquan y cols., 2018). Debido a lo anterior, es importante probar el efecto del 

PPy/I sintetizado por plasma en combinación con células, moléculas o fármacos para 

identificar si sus efectos benéficos pueden incrementarse aún más en estas condiciones. 

 

Otra cuestión que debe tenerse en cuenta, es que aunque la expresión de factores tróficos 

aumenta intrínseca o extrínsecamente después de la LTME, los receptores de estos 

neurotransmisores, así como sus transportadores y canales iónicos asociados, están 

regulados negativamente (Lu, Blesch y cols., 2001, Hollis, Jamshidi y cols., 2009), 

probablemente debido a una disminución en el patrón de disparo de las neuronas resultante 

tanto de la pérdida de las conexiones supraespinales como de la inmovilización que se produce 

después de la LTME. Esto genera cambios en las propiedades electrofisiológicas y en la 
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conectividad del sistema, lo que puede producir la hiperreflexia y disreflexia autonómica, 

observadas frecuentemente en esta patología (Weaver y Neurotrauma 2001), las cuales no se 

documentaron en los animales tratados con RB, PPy/I o ambos en el presente estudio. 

 

Actualmente, la recuperación neurológica de los pacientes con LTME es todavía limitada 

(Hachem, Ahuja y cols., 2017), y aunque varios estudios han reportado cierto grado de 

recuperación funcional incluso sin tratamiento en algunos modelos animales con lesiones 

leves o moderadas, con hemisecciones o con lesiones parciales o incompletas (Bareyre, 

Kerschensteiner y cols., 2004, Hilton, Anenberg y cols., 2016, Kakuta, Adachi y cols., 2019) 

esto se observa con menos frecuencia en los seres humanos. Se ha descrito que la 

recuperación espontánea es inducida por cambios adaptativos o plásticos que causan 

alteraciones en las propiedades neuronales (Filli y Schwab 2015, Hilton, Anenberg y cols., 

2016), estos cambios promueven la presencia de brotes colaterales en dirección rostral y 

caudal al sitio de la lesión, producen alteraciones en los mapas corticales (Kim, Li y cols., 2003) 

y generan cambios en las redes espinales asociadas con los GPC (Rossignol y Frigon 2011). 

Sin embargo, lo anterior no conduce a una recuperación funcional sustancial por sí sola y 

requiere no una, sino varias intervenciones terapéuticas adicionales para lograr dicha 

recuperación. Por tanto, la presente propuesta incluyó dos estrategias de RB (SW y EE) y la 

aplicación de un biopolímero PPy/I, combinación que favorece la preservación del tejido 

nervioso, promueve la expresión de βIII-tubulina y GAP-43 (moléculas relacionadas con la 

plasticidad y la regeneración), reduce la formación de la cicatriz glial, permite que las fibras 

nerviosas atraviesen el sitio lesión y favorece la recuperación de la función motora después 

de una LTME, lo que podría representar en el futuro una opción terapéutica para los pacientes 

con LTME. 

 

X. CONCLUSIÓN  

 

La administración del biopolímero PPy/I, el esquema mixto de RB (SW/EE) y el tratamiento 

combinado de PPy/I+SW/EE, favorecen los procesos de regeneración  y plasticidad nerviosa 

evaluados a través de la expresión de GAP-43 y βIII-tubulina. Más aún, los tratamientos con 

SW/EE y PPy/I+SW/EE, presentaron fibras positivas a βIII-tubulina que colocalizaron con 

GAP-43 y atravesaron el sitio de lesión. Sin embargo, la expresión de MBP solo fue 

significativa en grupo tratado con PPy/I, aunque no colocalizó con βIII-tubulina. En contraste, 
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los tratamientos con PPy/I y PPy/I+SW/EE, disminuyeron la expresión de GFAP en forma 

significativa, lo que sugiere que son capaces de modular la reactividad de los fenotipos de 

astrocitos asociados a la formación de la cicatriz glial. 

 

El tratamiento con PPy/I y PPy/I+SW/EE después de una LTME, modificó un total de 34 y 41 

genes respectivamente, relacionados con procesos celulares, metabólicos, de regulación 

biológica, de respuesta a estímulos y de señalización. Específicamente la aplicación de PPy/I 

favoreció la expresión de genes implicados en procesos de diferenciación durante el desarrollo 

del SNC, neurogénesis, transmisión sináptica, crecimiento de neuritas y supresión de la 

muerte neuronal; mientras que el tratamiento combinado PPy/I+SW/EE, modificó genes 

implicados en la organización celular, guía y proyección axonal, desarrollo del SNC, 

sinaptogénesis, angiogénesis y mielinogénesis. 

 

Aunado a lo anterior, la administración combinada de PPy/I y RB (SW/EE), favoreció la 

presencia de neuronas y oligodendrocitos en el tejido alrededor del sitio de lesión, así como la 

presencia de vasos sanguíneos en el sitio de lesión tanto en la aplicación por separado de 

PPy/I y SW/EE como en su aplicación en combinación PPy/I+SW/EE. 

 

Con el esquema de RB mixto (SW/EE) se observó una mejoría en la salud general de los 

animales, los cuales recuperaron el control del esfínter urinario y anal en etapas tempranas. 

Además, casi ningún animal de los grupos que recibieron la RB por SW/EE, presentó 

espasticidad en las extremidades posteriores y, en aquellos que sí la llegaron a presentar, está 

disminuyó al iniciar la RB sin producirse hiperflexia ni disreflexia en los animales tratados con 

RB y PPy/I, condiciones patológicas que pueden presentarse tanto por la pérdida de las 

conexiones supraespinales como de la inmovilización que se produce después de la LTME. 

 

Más aún, con el esquema mixto de RB (SW/EE), los animales permanecieron más activos 

durante la evaluación en campo abierto y generaron movimientos más amplios, coordinados y 

consistentes en las extremidades posteriores, en comparación con los de los animales de los 

grupos que no recibieron la RB. 

 

La aplicación combinada de PPy/I+SW/EE incrementó los efectos benéficos que se obtienen 

con las terapias por separado, ya que los animales del grupo que recibió el tratamiento 
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combinado, fueron capaces de sostener su peso corporal sobre sus extremidades posteriores 

de forma consistente, dar pasos con apoyo plantar y coordinar el movimiento de sus 

extremidades anteriores y posteriores de forma consistente.  

 

Es importante resaltar que la administración del PPy/I sintetizado por plasma, por sí solo 

ejerció los efectos neuroprotectores y neuroregeneradores descritos en el presente estudio, 

aún sin haberse administrado en combinado con células, moléculas o fármacos como ocurre 

con otros polímeros utilizados por diferentes grupos de investigación. 

 

XI. PERSPECTIVAS E IMPLICACIONES  

 

1. El análisis de la expresión de genes relacionados con los procesos de regeneración 

y plasticidad nerviosa requiere de: 

 Una evaluación detallada de los genes encontrados con cada uno de los 

tratamientos que permita identificar las  vías de señalización que están 

modificando y favoreciendo específicamente los procesos de regeneración y 

plasticidad o, incluso otros procesos que pudieran promover el efecto funcional 

observado.  

 La validación del microarreglo por medio de PCR. 

 Un estudio génico a diferentes cortes de tiempo con la administración de PPy/I 

y RB por separado, que permita establecer la etapa del proceso de restauración 

en el que cada tratamiento está contribuyendo y el mecanismo de acción por el 

cual ejercen su efecto. 

 Analizar y validar el posible efecto angiogénico del PPy/I y del esquema mixto 

de RB (SW/EE) que podría explicar el proceso de reparación  del tejido y la 

recuperación funcional observada. 

  

2. La expresión de proteínas relacionadas con los genes involucrados en los procesos 

de regeneración y plasticidad nerviosa requiere de validación  cuantitativa y cualitativa 

en el tejido medular, a fin de identificar  dónde y cómo se están dando los cambios que 

favorecen a la recuperación funcional observada. 
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3. Además de la cantidad de tejido nervioso preservado después de una LTME, se 

deberá evaluar lo siguiente: 

 Identificar los tipos celulares que se encuentran en el tejido presente en el sitio 

de lesión en los animales que recibieron cualquiera de los 3 tratamientos, para 

determinar qué tipo celular ejerce mayor efecto sobre la restauración del tejido 

y, a su vez, si dependiendo del tratamiento administrado un tipo celular se ve 

mayormente favorecido. 

 Evaluar si las neuronas observadas en la periferia del sitio de lesión son de 

nueva formación o si son aquellas que lograron sobrevivir debido a los 

tratamientos administrados. 

 

4. Aún y cuando se obtuvieron resultados alentadores sobre la recuperación motora 

con las pruebas utilizadas (escalas de Lousville y BBB), es importante incluir pruebas 

de cinemática o mecánica de la marcha en futuras evaluaciones funcionales.   
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ANEXOS 

Anexo 1. Reglamento de la ley general de salud en materia de investigación para la 

salud. 

 

La Ley General de Salud ha establecido los lineamientos y principios generales a los 

cuales deberá someterse la investigación científica y tecnológica destinada a la salud, 

y depende de la Secretaría de Salud orientar su desarrollo. 

 

TÍTULO SÉPTIMO 

De la Investigación que incluya a la utilización de animales de experimentación. 

CAPÍTULO ÚNICO 

ARTÍCULO 121.- En las investigaciones experimentales con animales, referidas a la salud 

humana, se deberán llenar los requisitos que establezcan las normas de las propias 

instituciones de salud, autorizadas por la Secretaría y satisfacer lo señalado en este Capítulo.  

ARTÍCULO 122.- Las investigaciones se diseñarán a modo de evitar al máximo el sufrimiento 

de los animales.  

ARTÍCULO 123.- Cuando sea necesario sacrificar a un animal de experimentación, se 

empleará un procedimiento que asegure en lo posible su muerte sin sufrimiento.  

ARTÍCULO 124.- Los bioterios deberán estar de acuerdo con la especie, conformación 

corporal, hábitos, preferencias posturales y características locomotoras de los animales, para 

proporcionarles comodidad, excepto cuando las variables experimentales justifiquen otras 

situaciones.  

ARTÍCULO 125.- Los bioterios de producción o mantenimiento crónico serán supervisados por 

profesionales calificado y competente en la materia y deberán permitir el crecimiento, 

maduración, reproducción y comportamiento normal de los animales, de conformidad con las 

normas que la propia institución emita.  

ARTÍCULO 126.- El titular de la institución de salud en donde se realice investigación a la que 

se refiere este Capítulo, deberá establecer y vigilar el cumplimiento de las medidas de 

seguridad para el cuidado y manejo de los animales, así como las medidas de profilaxis y 

vacunación necesarias para la protección del personal ocupacionalmente expuesto. 
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Anexo 2. NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, Especificaciones técnicas para 

la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio. 

 

1. Objetivo y campo de aplicación 

1.1. La presente Norma es de observancia obligatoria en todo el territorio nacional y tiene por 

objeto establecer y uniformar las especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso 

de los animales de laboratorio que deben cumplir las personas físicas o morales relacionadas 

en todos los campos con este tipo de animales. 

 

4.5.3. Salud animal. 

b) Las cajas y jaulas se mantendrán limpias, secas y en condiciones ambientales aceptables. 

c) Todos los días se observarán los animales para detectar cambios de comportamiento, 

enfermedades, heridas o muerte. 

d) El agua suministrada a los animales debe ser potable y a libre acceso. 

 

4.6. Identificación y registro. 

 

 

4.7. Alimento. 

 

El alimento para todas las especies debe cumplir con las siguientes características: 

a) Debe estar libre de aditivos, drogas, hormonas, antibióticos, pesticidas y contaminantes. 

b) Debe estar dentro de su periodo de caducidad. 

c) Almacenado en bodegas o cuartos desinfectados, secos y ventilados, sobre tarimas o en 

contenedores. 

 

5.1.1. Confinamiento o encierro primario. 

a) Satisfacer las necesidades fisiológicas (alimentación, defecación, micción u otros) y 

conductuales de los animales, y que permita los movimientos normales y ajustes posturales 

característicos de la especie. 
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b) Cuando esté indicado, deberá favorecer la reproducción y la crianza. 

c) Permitir las interacciones sociales entre los individuos de la especie, el establecimiento de 

jerarquías y las conductas de escape. 

d) Brindar una ventilación e iluminación adecuadas. 

e) Favorecer que los animales se mantengan limpios y secos. 

f) Ser seguras, que impidan el escape de los animales o el entrampamiento de sus 

extremidades. 

 

5.1.3.1. Alimentación y provisión de agua. 

 

a) El alimento debe proporcionarse a libre acceso o en forma restringida según las 

necesidades de la cepa y de los procedimientos experimentales. 

b) El agua debe ser potable y suministrarse a libre acceso durante toda la vida del animal. 

 

5.1.4. Cama y nido. 

 

Los roedores alojados en cajas con piso sólido deben tener el material de cama suficiente que 

garantice la absorción de su orina, excremento y desperdicio de agua, favorecer su aislamiento 

térmico y construcción de nido. 

 

6.1.4.1. Temperatura. 

 

Las instalaciones de animales de laboratorio ya sean para reproducción o experimentación, 

deben mantener una temperatura estable dentro de los cuartos. 

 

 

 

8.1. Analgesia y anestesia. 

 

Cualquier procedimiento que cause mayor dolor o molestia en los animales, que la producida 

por inyección o marcaje en orejas, requerirá el uso de tranquilizantes, analgésicos o 
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anestésicos. Si es necesario efectuar un procedimiento doloroso sin el uso de anestesia, 

analgésico o tranquilizante porque su uso afectaría los resultados o propósitos del 

experimento, éste debe ser aprobado por el Comité. 

 

9. Eutanasia 

 

Este capítulo tiene por objeto describir los procedimientos empleados para inducir de manera 

humanitaria la muerte de los animales (eutanasia) empleados en la investigación científica, 

desarrollo tecnológico e innovación, pruebas de laboratorio y enseñanza, con el propósito de 

eliminar o disminuir al mínimo el dolor y el estrés previo y durante el procedimiento; para 

lograrlo cualquier técnica aplicada debe causar en el animal: rápida inconsciencia, paro 

cardiaco y/o respiratorio y pérdida de la función cerebral. 

Además, debe reducir al mínimo la perturbación emocional, la incomodidad y/o el sufrimiento 

experimentado por la persona que lleve a cabo el procedimiento. 
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Anexo 3. Carta de aprobación del Comité Nacional de Investigación Científica del 

Instituto Mexicano del Seguro Social. 
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Anexo 4. Carta de Re-aprobación del Comité de Ética en Investigación del Instituto 

Mexicano del Seguro Social. 
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Anexo 5. Escala de evaluación locomotora de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB). 
0 No se observa movimiento de las extremidades posteriores  

1 Ligero movimiento de una o dos articulaciones, usualmente la cadera y/o rodilla 

2 Movimiento extenso de una articulación o movimiento extenso de una y ligero de la otra 
articulación 

3 Movimiento extenso de dos articulaciones 

4 Ligero movimiento de las tres articulaciones de las extremidades posteriores 

5 Movimiento ligero de dos articulaciones y extenso de la tercera 

6 Movimiento extenso de dos articulaciones y ligero de la tercera 

7 Movimiento extenso de las tres articulaciones de las extremidades posteriores 

8 Barrido sin soporte de peso o colocación plantar de la pata sin soporte de peso corporal 

9 Colocación plantar de la pata con soporte de peso en reposo solamente (es decir, cuando está 
parado) o escalonado dorsal sostenido, frecuente o constante soportado en peso y sin 
escalonamiento plantar 

10 Soporte de peso corporal ocasional con pasos plantares, sin coordinación entre las extremidades 
posteriores y anteriores 

11 Soporte de peso corporal con pasos plantares de frecuente a consistente y sin coordinación 
entre las extremidades posteriores y anteriores 

12 Soporte de peso corporal con pasos plantares de frecuente a consistente y coordinación ocasional 
entre extremidades posteriores y anteriores 

13 Pasos plantares con soporte de peso corporal de frecuente a consistente y coordinación frecuente 
entre extremidades posteriores y anteriores 

14 Soporte de peso corporal con pasos plantares consistente. Coordinación consistente entre 
extremidades posteriores y anteriores. La posición de la pata se encuentra rotada durante la 
locomoción (interna o externamente) cuando hace contacto inicial con la superficie así como, justo 
antes de levantarla al final de la postura o escalonamiento plantar frecuente, coordinación entre 
extremidades anteriores y posteriores consistente y escalonado dorsal ocasional 

15 Escalonamiento plantar y coordinación consistente entre extremidades posteriores y anteriores; 
no hay apertura libre de los dedos de las patas traseras u ocasional durante el avance de las 
extremidades delanteras; la posición predominante de la pata es paralela al cuerpo en el contacto 
inicial 

16 Escalonamiento plantar y coordinación consistente entre extremidades posteriores y anteriores durante 
la marcha; y la separación de los dedos de las patas se produce con frecuencia durante el avance 
del miembro delantero; la posición predominante de la pata es paralela en el contacto inicial y 
girada en el despegue 

17 Escalonamiento plantar y coordinación consistente entre extremidades posteriores y anteriores durante 
la marcha y la separación de los dedos de las patas se produce con frecuencia durante el avance del 
miembro delantero; la posición predominante de la pata es paralela al contacto inicial y al 
levantamiento 

18 Escalonamiento plantar y coordinación consistente entre extremidades posteriores y anteriores durante 
la marcha y la separación de los dedos de las patas se produce con consistente durante el avance 
de la extremidad anterior; la posición predominante de la pata es paralela en el contacto inicial y 
rotada en el levantamiento 

19 Escalonamiento plantar y coordinación consistente entre extremidades posteriores y anteriores durante 
la marcha y la separación de los dedos de las patas se produce con consistente durante el avance de 
la extremidad anterior; la posición predominante de la pata es paralela en el contacto inicial y en el 
levantamiento; y la cola se encuentra abajo todo el tiempo 

20 Escalonamiento plantar y coordinación consistente entre extremidades posteriores y anteriores durante 
la marcha y separación de los dedos de las patas consistente. La posición de la pata es paralela en el 
contacto inicial y en el levantamiento y la cola se encuentra constantemente hacia arriba y presenta 
estabilidad del tronco. 

21 Escalonamiento plantar y coordinación durante la marcha consistente, apertura de los dedos de las 
patas consistente. Predominante posición de la pata en paralelo a lo largo de la postura, estabilidad 
constante del tronco y la cola constantemente hacia arriba 
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Anexo 6. Escala de evaluación Lousville (LSS):  
A, Parámetros a evaluar. B, Intensidad de movimiento y alternancia observada de las extremidades posteriores 

(EP); y porcentaje de dependencia con las extremidades anteriores (EA). C, Intensidad de la estabilidad del 

tronco observada y ángulo de inclinación del cuerpo con respecto a la superficie del agua. D, Categorías de 

puntuación. 

A. 

Movimiento EP Alternancia EP Dependencia EA Estabilidad del tronco Ángulo del 
cuerpo 

0 N 0 N/R 4 N 4 N o R(L) 2 N/L 

1 R 1 O 3 R 3 O(L) o R(M) 1 M 

2 O 2 F 2 O 2 F/C(L) o O(M) o 
R(S) 

0 S 

3 F 3 C 1 F 1 F/C(M) o O(S)   

4 C   0 C 0 F/C(S)   

 
B. 

Movimiento EP/Alternancia, dependencia EA y 
estabilidad del tronco 

N-Ninguno 0% 

R-Raramente 1-5% 

O-Ocasional 6-50% 

F-Frecuentemente 51-95% 

C-Consistente 96-100% 

 
C.  

Estabilidad del tronco/Ángulo del cuerpo 

N-Ninguno 0° 

L-Leve 1-20° 

M-Moderado 21 a 45° 

S-Severo 46° y más 

 
D.  

Categorías de puntuación 

12 a 17 Buenas nadadoras.  
Movimiento de las EP de F/C. 
Alternancia de las EP de O a C. 
Dependencia de las EA. 
Estabilidad del tronco N a R (M). 
 Ángulo del cuerpo de N/M. 

6 a 11 Nadadoras intermedias. 
Movimiento de las EP de O/F. 
Alternancia de las EP de O/F. 
Dependencia de las EA de F/O. 
Estabilidad del tronco de O(L) a C(M). 
Ángulo del cuerpo M 

0 a 5 Pobres nadadoras. 
Movimiento de las EP de N/R. 
Alternancia de las EP de N/R. 
Dependencia de las EA de F/C. 
Estabilidad del tronco de C(M) a C(R). 
Ángulo del cuerpo M/S 
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Anexo 7. Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/ZOO-2014, Métodos para dar muerte a 

los animales domésticos y silvestres. 

 

1. Objetivo y campo de aplicación. 

1.1. Esta norma es de observancia obligatoria en todo el territorio nacional para personas 

físicas y morales encargadas de establecimientos públicos o privados, en donde se le dé 

muerte a uno o varios animales con fines de abasto, investigación, pruebas de constatación, 

enseñanza, aprovechamiento cinegético, peletería o cualquier otro tipo de aprovechamiento, 

Centros de Atención Canina y felina y similares, bioterios, zoológicos o predios o instalaciones 

que manejan vida silvestre en forma confinada fuera de su hábitat natural (PIMVS), granjas 

educativas, comercializadoras, tiendas de animales, criaderos, centros de rehabilitación, 

circos, colecciones particulares, centros de espectáculo, unidades de manejo para la 

conservación de vida silvestre (UMA), centros de decomiso o acopio, entre otros; y tiene por 

objeto establecer los métodos para dar muerte a los animales garantizando buenos niveles de 

bienestar y con el propósito de disminuir al máximo el dolor, sufrimiento, ansiedad y estrés. 

 

4.1. A ningún animal se le dará muerte por envenenamiento, drogas curariformes, paralizantes 

musculares, asfixia, inmersión en agua, por golpes o por cualquier otro procedimiento que les 

cause sufrimiento, dolor, ansiedad o que prolongue su agonía. Los únicos métodos de 

eutanasia o matanza que se pueden aplicar, son los determinados en esta Norma u otros que 

autorice la Secretaría. 

 

6.4. Conejos y roedores. 

Los métodos eutanasia de conejos y roedores de compañía, deben estar basados en la 

utilización de tranquilizantes, sedantes y anestésicos bajo los criterios de las disposiciones 

aplicables vigentes. 

 

6.4.1. Manejo previo a la muerte. 

Previo a la matanza y eutanasia de conejos y roedores de compañía, se debe inmovilizar al 

animal e inducir la sedación 5 a 10 minutos antes de la aplicación del anestésico, inyectando 

xilacina por vía intramuscular a una dosis de 1.5 - 2 mg/kg de peso. 
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6.4.2. Métodos eutanasia. 

6.4.2.1. Sobredosis de anestésicos. 

El uso de sobredosis de anestésicos es el método de elección para la matanza y eutanasia de 

conejos y roedores de compañía. 

6.4.2.1.1. Anestésicos inyectables. 

6.4.2.1.1.1. Anestésico derivado del ácido barbitúrico (pentobarbital). 

Para la eutanasia de conejos y roedores de compañía se debe emplear una sobredosis de 

pentobarbital sódico de 90 - 120 mg/kg de peso. En el caso de los conejos, el pentobarbital 

debe ser administrado por la vena marginal de la oreja, por la vena cefálica o yugular. La vía 

intraperitoneal sólo se usará cuando sea imposible utilizar la vía intravenosa, previa dilución 

con solución salina a una dosis de 150 mg/kg de peso. 

 

Para la eutanasia de roedores la vía de elección es la intraperitoneal, previa dilución del 

pentobarbital con solución salina. 

 

La vía intracardiaca sólo se permite si el animal está anestesiado o inconsciente. 

Para individuos de talla pequeña se deben administrar los sedantes o anestésicos mediante 

una inyección intrahepática. El barbitúrico debe ser diluido en solución salina. 

 

6.4.2.1.1.2. Otros anestésicos. 

Cuando no se cuente con barbitúricos, se pueden emplear anestésicos como la ketamina a 

una dosis de 60 - 100 mg/kg de peso vía intramuscular en combinación con xilacina. También 

se puede utilizar una combinación de tiletamina con zolazepam, cuya dosis dependerá de la 

especie y de la recomendación del fabricante. 

 

6.4.2.1.2. Anestésicos inhalables. 

Tanto para los conejos como para los roedores puede emplearse isofluorano o fluorano que 

induce una anestesia rápida. Durante el periodo de inducción se les debe suministrar aire u 

oxígeno y contar con un vaporizador y una mascarilla para que el animal inhale el vapor del 

anestésico. 
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Como en todas las especies, debe verificarse la muerte clínica del animal. El paso del 

anestésico inhalable se debe mantener por lo menos 3 minutos después de que el animal 

esté clínicamente muerto. 
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Anexo 8. Artículo científico  
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