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1 Resumen ejecutivo 

El trauma craneoencefálico (TCE) es una de las lesiones que tiene mayor impacto 
sobre una comunidad, debido a las consecuencias directas e inmediatas de éste, así 
como por las secuelas que genera a largo plazo, las cuales pueden ser progresivas y 
presentarse en los días iniciales o incluso años después. Las condiciones relacionadas 
con el TCE, ya son en si mismas un problema mayor; los estudios realizados han 
encontrado que tras el impacto primario, aumenta el riesgo de presentar síndromes 
epilépticos (11 veces), enfermedad de Alzheimer (4,5 veces), depresión (1,5 veces), 
entre otros trastornos psicoafectivos significativamente importantes. Además, el riesgo 
de morir es 7,5 veces mayor. 

Durante los últimos treinta años, la investigación de fármacos para esta entidad ha sido 
infructuosa; debido a esto, dentro de los grupos de investigación en neurociencias, se 
han trazado diferentes estrategias, para abordar desde diferentes ángulos la búsqueda 
de terapias que disminuyan el impacto y las secuelas que se presentan en los pacientes 
que han sufrido un TCE. Una de estas directrices apunta a la generación de modelos in 
vitro, que tengan una mayor posibilidad de predecir las respuestas neuroprotectoras de 
los fármacos candidatos. Partiendo de esta base, se ha considerado la posibilidad de 
desarrollar cultivos agudos de tajadas corticales organotípicas, provenientes de 
cerebros de rata que recibieron un impacto que produjo una lesión cerebral difusa 
según la metodología descrita por Marmarou. El modelo tiene la ventaja de que permite 
mantener las relaciones glía/neurona y las conexiones propias  de la zona Además de 
conservar el contexto tisular del área a estudiar. 1  

En el Centro de Estudios Cerebrales, se han cultivado con éxito tajadas agudas de 
corteza cerebral, provenientes de cirugía descompresiva realizada en pacientes 
atendidos por trauma craneoencefálico, y con estas se ha descrito la evolución temporal 
del tejido hasta por 12 horas después de la intervención; posteriormente, el grupo se 
centro en el estudio del modelo de cultivo organotípico como una herramienta para 
describir los sucesos tempranos del TCE, para esto se desarrolló en conjunto un 
modelo de TCE difuso por aceleración y se estandarizó la técnica. En el presente 
proyecto se plantea avanzar en el desarrollo del modelo, orientándolo hacia la 
evaluación de fármacos; motivo por el cual, se van a investigar marcadores funcionales 
sensibles a los procesos de lesión, neurodegeneración y supervivencia, con el fin de 
implementarlos como indicadores en la evaluación de fármacos candidatos a 
convertirse en neuroprotectores.  

Lograr cultivar neuronas postmitóticas, ha sido una de las principales dificultades en la 
generación de modelos in vitro para TCE; alcanzar el objetivo de esta propuesta, abrirá 
una puerta para el estudio en condiciones controladas y accesibles a la fisiopatología 
del TCE, con la posibilidad de evaluar fármacos, con el objetivo de desarrollar nuevos 
medicamentos que permitan mejorar el pronóstico de los pacientes victimas de TCE.  



 

2 Abstract 

Traumatic brain injury (TBI) is the beginning of a chronic inability because the patients 
can develop motor impairment, cognitive and affective disorders among those who 
survive. 

The neurological and psychiatric disorders may or may not be progressive, and can 
occur days, months or years after primary impact. The prevalence in Colombia of the 
sequels of TBI is 6.4 x1000 inhabitants which means a public health concern of great 
magnitude. 

TBI is a factor associated with other medical conditions: Alcoholism is more frequent 
(1.8 times) between 1 and 3 years post-TBI and the risk of epileptic syndromes (11 
times), depression (1.5 times), Alzheimer's disease (4.5 times) and other 
psychoaffective disorders are significantly important. Furthermore, the risk of death is 
7,5 fold higher in patients with TBI. 

The investigation of drugs for this condition has been unsuccessful during the last thirty 
years, and because of this, strategies have been drawn from different angles to address 
the search for therapies that reduce the impact and the sequels for patients. One of 
those guidelines is aimed at the generation of in vitro models most likely to predict 
responses of neuroprotective drug candidates, and based on this, we considered the 
possibility of developing cultures of organotypic cortical acute slices.  

In the Centro de Estudios Cerebrales (Brain Research Center) o the Universidad del 
Valle, we have successfully cultivated acute slices from decompressive surgery, in 
patients treated for TBI, and we have described the temporal evolution of tissue in this 
system for up to next 12 hours postoperative. 

 This project seeks to advance the development of the model, with focus on drug 
evaluation, therefore, we aim to investigate markers of injury, neurodegeneration and 
survival in acute organotypic model of rat brain to implement as a method for evaluating 
drugs TBI. 

 Achieving postmitotic neurons in a culture, has been one of the main difficulties in the 
generation of in vitro models for TBI; and achieve the objective of this proposal, will 
open a door for the study of TBI in accessible and controlled conditions to the 
pathophysiology, with the possibility of intervening promising neuroprotective drug. 



 

3 Planteamiento del problema 

La lesión cerebral traumática (TCE) es el inicio de lo que a futuro se convertirá en una 
enfermedad crónica, puesto que cumple con los criterios establecidos por la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) para esta definición: es permanente, está 
causada por alteraciones patológicas irreversibles, requiere terapia especializada para 
su rehabilitación, tanto física como cognitiva y/o puede requerir largos periodos de 
observación, supervisión y/o cuidado.2,3  

El TCE puede desencadenar una gran variedad de complicaciones, siendo ésta la 
principal causa de epilepsia;4,5 a su vez, se asocia con un mayor riesgo de padecer 
algunas condiciones médicas como son: la enfermedad de Alzheimer,6 la enfermedad 
de Parkinson,7 el alcoholismo,8 la depresión,9,10la psicosis,11,12 el suicidio,13 diversos 
trastornos neuroendocrinos, 14 , 15  la disfunción sexual y la incontinencia, 16  además 
incrementa la mortalidad a largo plazo y reduce de manera significativa la expectativa 
de vida.17,18 La prevalencia en Colombia de la aparición de secuelas por TCE es de 6,4 
por cada 1.000 habitantes,19 lo cual significa un problema de salud pública de mayor 
magnitud que el que se presenta en los Estados Unidos de Norteamérica, donde es del 
orden de 2,7 por cada 1.000 habitantes.20 

Aunque en la actualidad existen numerosos esfuerzos para disminuir la incidencia del 
TCE, todos están basados en estrategias para disminuir la violencia y prevenir los 
accidentes de tránsito, lamentablemente los resultados han sido desalentadores. Esto 
se traduce para la sociedad en un aumento significativo de los costos de la atención 
médica y en la pérdida de la productividad de los individuos, los cuales en su gran 
mayoría son jóvenes que se encuentran en las etapas más productivas de su vida; 
estas pérdidas han sido estimadas en otros países en una cifra anual, cercana a la 
tercera parte del producto interno bruto (PIB) de Colombia (60 billones de dólares),21 sin 
valorar los costos indirectos que se generan debido al impacto que tiene sobre la 
familia, los cuidadores y la comunidad en general. 

La necesidad de contar con recursos terapéuticos que disminuyan las secuelas y las 
condiciones médicas asociadas al TCE es un planteamiento claro entre los objetivos de 
las neurociencias; sin embargo los fármacos candidatos como neuroprotectores, más 
prometedores en la investigación preclínica, al pasar a las pruebas en sujetos humanos, 
usualmente fallan en los estudios clínicos de fase I y II.22 Las explicaciones de estos 
resultados son diversas, incluyendo las diferencias en las respuestas celulares y 
tisulares a la lesión, además de la heterogeneidad del trauma en los humanos.  

Esto refleja la importancia de profundizar en los mecanismos fisiopatológicos con 
diferentes niveles de complejidad, yendo desde lo molecular, pasando por lo celular 
hasta llegar a las estructuras complejas del sistema como la corteza  cerebral la cual 
puede modelarse mediante técnicas in vivo e in vitro. Para el caso del TCE, la 



 

investigación básica de neurociencias, ha utilizado en menor proporción a los modelos 
in vitro a partir de cultivos disociados que los modelos in vivo, debido a las dificultades 
que se presentan para mantener las neuronas postmitóticas y las células gliales en 
cultivo. Otro de los factores que han desalentado el uso de estas metodologías, ha sido 
la falta de predictibilidad de los modelos originados a partir de células embrionarias o 
líneas tumorales, los cuales no han sido muy útiles para recrear la organización, 
conectividad y el microambiente de la matriz extracelular, propios de la corteza 
cerebral,23 así como los diferentes aspectos fisiopatológicos propios del TCE.  

A partir de esta necesidad, se empezaron a desarrollar modelos in vitro, basados en los 
cultivos celulares organotípicos, los cuales ofrecen todas las ventajas de la 
conservación de las conexiones celulares tejido-específicas. Es decir, esta metodología 
permite preservar los circuitos neuronales locales con los patrones de inervación 
apropiada, pero excluyendo parámetros complejos de los modelos animales, como son 
la irrigación sanguínea, la barrera hematoencefálica, etc. Estos modelos han tenido dos 
líneas de desarrollo: la primera línea es el cultivo organotípico clásico, en el que 
mediante sistemas de preservación, nutrición y condiciones especiales se pueden 
mantener los tejidos por periodos de tiempo superiores a una semana; la segunda línea 
corresponde a las tajadas agudas, los cuales son sistemas mucho más simples, sin 
medios de preservación, en los cuales la vida útil se mide en horas. 

En el Centro de Estudios Cerebrales se tiene interés en este último sistema, utilizando 
muestras de corteza cerebral e hipocampo de rata, el cual es un biomodelo clásico en 
la investigación básica en neurociencia y en farmacología, debido a que posee una 
neuroanatomía y una neuroquímica muy similar a la del ser humano, convirtiéndose por 
lo tanto en el candidato ideal para el estudio de fármacos promisorios en TCE, además 
el biomodelo se encuentra sustentado en el planteamiento de Walker y cols,24 de 
sistemas basados en células con un buen rendimiento y que alberguen la complejidad 
biológica. Cuanto más cerca se encuentre el modelo in vitro del modelo in vivo y pueda 
reflejar los mecanismos fisiopatológicos relacionados con las condiciones de la 
enfermedad humana, es más alto su valor como una interface entre el descubrimiento y 
el desarrollo de nuevas terapias.25 

Adicionalmente, el grupo de investigación se ha enfocado en la investigación de la 
lesión secundaria post trauma en humanos y en estudios previos ha reportado 
alteraciones en la expresión de marcadores de integridad neuronal y glial con respuesta 
heterogénea; coexistiendo en un mismo escenario la pérdida celular, alteraciones del 
citoesqueleto, activación glial, microhemorragias y activación de la respuesta 
inflamatoria, entre otros fenómenos.26 , 27  También se describieron la vulnerabilidad 
selectiva que se presenta ante el TCE (particularmente en las capas supragranulares 
de la corteza cerebral) y una respuesta menos severa de algunos subtipos de 
interneuronas. 28  Basándose en esta línea de investigación se implementó como 
metodología la técnica de las tajadas agudas de corteza cerebral humana post TCE y 



 

mediante esta, se realizaron varias descripciones de la evolución en el tiempo de la 
lesión.1 

En el presente proyecto se pretende avanzar en el desarrollo del modelo de tajadas 
agudas de corteza cerebral. Para lograr este objetivo se escogió a la rata como 
biomodelo de la lesión secundaria a TCE, usando la metodología de lesión cerebral 
difusa por trauma cerrado descrita por Marmarou29 para obtener los tejidos y llevarlos al 
cultivo celular. De esta forma se obtiene un sistema de para evaluación de fármacos 
candidatos a convertirse en neuroprotectores. 



 

4 Marco Teórico 

4.1 Fisiopatología del TCE 

El TCE es un trastorno heterogéneo con diferentes formas de presentación, donde el 
factor unificador es el daño cerebral causado por fuerzas externas, como consecuencia 
de un impacto directo, una rápida aceleración o desaceleración, un objeto penetrante o 
una onda expansiva, entre otros. La naturaleza, intensidad, dirección y duración de 
estas fuerzas determinan la evolución y magnitud de los daños.30 

La muerte neuronal en el TCE es causada por las fuerzas mecánicas directas hacia el 
cerebro, donde sus consiguientes alteraciones vasculares, celulares y moleculares dan 
lugar a la lesión primaria y secundaria. También hay evidencia de que los antecedentes 
genéticos, género, edad, tipo y gravedad de la lesión, el estado metabólico del cerebro, 
y otras condiciones (por ejemplo, otras enfermedades, medicamentos, etc.) asociadas 
con el traumatismo cerebral, puede afectar la gravedad y/o mecanismos de 
neurodegeneración.31 

Los procesos fisiopatológicos del TCE se caracterizan por dos fases, las cuales pueden 
coexistir en el mismo paciente de manera frecuente: la lesión primaria y la secundaria. 
La lesión primaria es el resultado de fuerzas mecánicas que producen deformidad en el 
tejido en el momento del trauma, generando un daño inevitable e inmediato del 
parénquima con un patrón focal, multifocal o de lesión difusa, con procesos que difieren 
para cada uno de los componentes celulares, de matriz y vasculares. En términos de 
tratamiento, este tipo de contusión es exclusivamente sensible a acciones preventivas, 
pero no terapéuticas32  y las secuelas anatomopatológicas más frecuentes son los 
hematomas (incluyendo el epidural, subdural y la hemorragia intraparenquimatosa), la 
lesión axonal difusa, la hemorragia subaracnoidea y las contusiones.33 

La lesión secundaria se refiere al daño, potencialmente evitable, que ocurre en tiempos 
variables posterior a la lesión inicial, caracterizada por degeneración neuronal, axonal y 
glial, causada por interacciones dinámicas entre procesos de isquemia, edema, 
inflamación, citotoxicidad y/o reparación.34 Para los pacientes que sobreviven al impacto 
inicial, la morbilidad y mortalidad, son determinadas por los procesos mencionados de 
lesión secundaria; estos pueden continuar durante meses después del TCE tanto en 
humanos como en modelos experimentales, constituyéndose en un modelo 
neurodegenerativo.35 

Basados en modelos de TCE en roedores, se ha dividido en tres periodos la etapa 
aguda de la lesión secundaria, comenzando por los eventos que se presentan minutos 
después de la lesión secundaria, los que se presentan durante las primeras 24 horas y 



 

los de inicio tardío, entre las 24 – 72 horas post-lesión. Cada uno de estos períodos 
sólo refleja una estimación del comienzo de los eventos patogénicos; no obstante, la 
mayoría se extienden por días después del trauma, donde los detalles del perfil 
temporal y de las interacciones no se conocen en su totalidad.36 

Desde el punto de vista fisiopatológico, el proceso de la muerte neuronal se produce 
por dos mecanismos principales: Necrosis y apoptosis. La necrosis puede ser iniciada 
por el daño mecánico sobre el tejido, que conduce a la disminución de energía, la 
alteración de la membrana celular, el aumento del flujo de calcio y la alteración 
subsiguiente de la homeostasis iónica que provoca la liberación del glutamato.37 Las 
alteraciones del potencial de membrana resultan en la despolarización de ésta, la 
liberación de glutamato y la sobre estimulación postsináptica de los receptores NMDA y 
AMPA, y un aumento en la conducción de calcio hacia el interior de las células que 
ocasiona un aumento en el estrés oxidativo, lesión mitocondrial y la activación de 
proteasas dependientes de calcio que causan la destrucción del citoesqueleto de las 
neuronas postsinápticas.38  Las respuestas inflamatorias causadas por la liberación 
extracelular de los componentes del citoplasma y/o la ruptura de la barrera 
hematoencefálica, son otros factores que exponen a las neuronas adyacentes a las 
señales de muerte celular y daños secundarios.  

La neurodegeneración apoptótica puede ocurrir a través de vías caspasa-dependiente o 
caspasa-independiente. La evidencia en seres humanos y modelos experimentales, 
muestra que las neuronas y las células gliales con morfología apoptótica se pueden 
encontrar varios meses después del TCE. Un gran número de estudios39,40,41,42 se han 
centrado en las vías mediadas por las mitocondrias que se desencadenan por la 
liberación del citocromo C y la formación de un apoptosoma, que surge de la unión de 
la procaspasa 9 al citocromo C y la proteasa del factor de activación de la apoptosis-1, 
que activa la caspasa 9 y posteriormente, activa la caspasa 3, en una forma de 
proteasa dependiente de ATP.43,44 Los sustratos de la caspasa 3 incluyen las proteínas 
del citoesqueleto, las enzimas de reparación del ADN como la poli-ADP-ribosa 
polimerasa (PARP), las proteínas del ciclo celular y las enzimas implicadas en la 
transducción de señales.45 Los datos existentes sugieren que la vía mediada por las 
mitocondrias, se activa tanto en los modelos de TCE experimental, como en el TCE en 
humanos. La expresión y activación de los distintos componentes de la vía, son más 
prominentes durante los primeros 3 días después de que ocurre el TCE.46 

4.2 Estado actual de la investigación de fármacos en TCE 

Aunque las cifras de muerte y discapacidad a consecuencia del TCE son significativas, 
no se ha aprobado ningún tratamiento en los últimos treinta años y las acciones 
terapéuticas, incluidos los fármacos, han fracasado cuando se retan en ensayos 
clínicos con humanos.47 La heterogeneidad del trauma se considera la mayor barrera 



 

para alcanzar intervenciones terapéuticas efectivas y partiendo de este punto, se han 
generado iniciativas para afrontar la heterogeneidad en cada unos de los aspectos de la 
investigación en TCE con el fin de lograr una opción de tratamiento en los próximos 10 
años. 

La iniciativa International Mission for Prognosis and Analysis of Clinical Trials in 
Traumatic Brain Injury (IMPACT), pretende estandarizar, mejorar y organizar los 
ensayos clínicos que se realizan en TCE teniendo en cuenta que afrontar la variabilidad 
de la presentación de las lesiones y los múltiples mecanismos que las producen, 
requiere de unas metodologías de reclutamiento y evaluación más complejas que las 
disponibles para otras áreas de investigación clínica.48 Por el momento, un primer logro 
ha sido el aumento de registro de ensayos clínicos con medicamentos para el 
tratamiento del TCE y la inclusión de la población pediátrica en estas investigaciones, 
encontrándose en junio de 2015, 890 estudios registrados en la base de datos 
ClinicalTrials.gov.49 

En el área preclínica, los modelos de TCE en animales han provisto a los 
investigadores de elementos para la investigación de la contusión, la isquemia, las 
lesiones asociadas a la reperfusión, la lesión axonal difusa y recientemente, algunos 
modelos de trauma por onda explosiva;50 sin embargo, las diferencias de tamaño, 
organización, desarrollo y maduración pueden afectar la respuesta a un efecto 
biomecánico, donde un cambio significativo en el cerebro lisencefálico de los roedores, 
puede trasladarse como una pequeña variación al cerebro girencefálico del humano, o 
viceversa.51 

Por otro lado los modelos in vitro permiten explorar variables, de lesión secundaria en 
condiciones homogéneas de lesión, con algunas limitantes que requieren un mayor 
desarrollo de las técnicas. De estos, los cultivos de células disociados tienen ventajas 
en la reproductibilidad de los experimentos, el control sobre el ensayo y la posibilidad 
de manipulación es muy superior a los modelos in vivo. Sin embargo, las desventajas 
de la utilización de cultivos primarios incluyen la dificultad y la necesidad de experiencia 
muy calificada en la recolección de las muestras de tejido requeridas; las neuronas 
obtenidas de animal o humano adulto tienen bajas posibilidades de ser cultivadas con 
respecto a las cultivadas a partir del tejido embrionario y en el caso de utilizar estas 
ultimas, la plasticidad y la adaptación de las células en desarrollo es mayor y por lo 
tanto afecta la modelación del trauma en el modelo con células adultas.52 Desde el 
punto de vista histológico, la desventaja de los cultivos disociados, es la distribución al 
azar de los diferentes tipos neuronales y que se desconocen o no se tienen en cuenta 
las redes neuronales tal como se encuentran in situ. 

Los cultivos de tajada cerebrales en la investigación del TCE, son una opción 
intermedia entre los modelos animales y los cultivos primarios, porque permiten 



 

mantener en parte la interconexión celular y la heterogeneidad, 53  con algunas  
características del control experimental de los cultivos de tejidos disociados.1 

Por último, los modelos computacionales tridimensionales de elementos finitos, han 
tenido un gran avance en la comprensión de la lesión primaria, en las predicciones y en 
el desarrollo de medidas preventivas del TCE. Sin embargo, requieren un aporte de 
resultados experimentales descriptivos de todos los componentes, con los cuales se 
construyen las variables de estos modelos.54 , 55  En este contexto, los aportes de 
investigaciones anteriores, beneficiarán la construcción de modelos del TCE in vitro, in 
vivo y computacionales al generar nuevas variables que puedan ser consideradas como 
predictores de lesión o indicadores de eficacia de las medidas terapéuticas. El presente 
trabajo considera las recomendaciones del Clasification of Traumatic Brain Injury 
Workshop 2008, organizado por el National Institute of Neurológical Disorders and 
Stroke.56 

4.3 Lesión axonal difusa 

El TCE, es una de las lesiones más complejas que se presentan en el ser humano, por 
esto, ha sido difícil obtener un modelo global del fenómeno; ante esta dificultad, se han 
creado una gran cantidad de diseños experimentales que reproducen aspectos 
concretos de las lesiones que son observadas en la atención clínica de los pacientes.57 
La mayoría de los modelos, reproducen las lesiones cerebrales focales,58,59,60 mientras 
que unos pocos se concentran en las lesiones cerebrales difusas.61,62 En la última 
década a la par del desarrollo de los modelos de TCE, se han desarrollado una serie de 
modelos in vitro que han permitido conocer más de cerca todos los procesos que 
ocurren a nivel celular en la lesión cerebral mediada por el TCE. Éstos permiten analizar 
patrones fisiológicos, neuroquímicos y patológicos; además permiten modelar diferentes 
intervenciones durante el progreso de la lesión, para evaluar la utilidad de nuevas 
herramientas diagnósticas y fármacos que puedan convertirse en agentes terapéuticos. 

En este proyecto de investigación, se focalizó la atención en la lesión cerebral difusa, la 
forma más frecuente de presentación de daño neurológico en los pacientes que sufren 
un TCE. Para lograr este objetivo, se utilizó un modelo de lesión axonal difusa en 
roedores por impacto-aceleración diseñado por Marmorou,29 con el fin de replicar la 
mecánica del trauma cerrado; en éste se deja caer un pistón con un peso establecido a 
un altura estándar, sobre un placa de acero fijada en el cráneo del animal de 
experimentación que se encuentra fijado sobre una base de espuma para amortiguar el 
impacto. Este modelo presenta muchas ventajas, pues es capaz de reproducir el edema 
cerebral que se produce en la lesión, así como la lesión axonal difusa, sin asociarse a 
contusiones focales, ni a la ruptura permanente de la barrera hematoencefálica.63,64 Con 
este modelo también es posible variar la intensidad de la lesión, en función de la masa 
y la altura desde que cae libremente la pesa que ejerce el trauma.  



 

Un impacto producido desde una altura de 2 metros, con un peso de 450 g, produce un 
TCE grave, asociado a una incidencia de fracturas craneales del 12,5% y a una 
mortalidad del 44% en animales con ventilación espontánea.52 Si a los biomodelos se 
les suministra ventilación mecánica, se puede reducir la mortalidad a un 10%, debido a 
que la muerte generalmente se produce por el fallo transitorio de las funciones del tallo 
cerebral. Otra forma de reducir la mortalidad asociada al impacto, puede ser disminuir la 
altura del impacto, pues al dejar caer el peso desde 1 metro de altura, casi no se 
generan desenlaces fatales del procedimiento, dado que el TCE que se produce sería 
leve.  

En este modelo de TCE, la lesión axonal difusa se produce porque el trauma produce 
un fallo en los mecanismos de transporte axonal.65 Cuando la intensidad del TCE es 
leve, se observa un edema axonal que solo produce una disfunción en la conducción 
nerviosa, mientras que cuando ésta es moderada o severa, se presenta una tensión 
lineal que produce un daño estructural de los axones, con desconexión axonal total, 
producida por el movimiento de aceleración/desaceleración que generan la cabeza con 
respecto al cuello;66,67 en la practica clínica, este es el mecanismo del trauma que se 
presenta con mayor frecuencia en los accidentes de tráfico. Uno de los aspectos 
principales de este tipo de lesión, consiste en el cambio de velocidad en el tiempo; la 
aceleración-desaceleración súbita que produce el TCE, es un parámetro muy 
importante en la respuesta tisular secundaria.  

Las fuerzas que se generan al interior del cerebro difieren en función de la diferente 
masa de las estructuras que lo componen y esta desigualdad, es la que causa una 
distorsión y un exceso de tensión lineal sobre el tejido cerebral.68,69 El cambio de 
velocidad que se presenta la masa encefálica (por las fuerzas de 
aceleración/desaceleración súbita) es un parámetro muy importante en la respuesta 
tisular al trauma. La inercia produce un movimiento sagital rápido de la cabeza que 
determina una distribución desigual de las tensiones dentro del cerebro, debidas a las 
diferentes densidades del tejido, que tiene como efecto una distorsión y estiramiento del 
tejido cerebral. 

4.4 Modelos de TCE 

En este trabajo de investigación con el fin de modelar el TCE, se utilizó la metodología 
descrita por Marmorou, un modelo de impacto-aceleración por caída libre de un peso 
determinado; este mecanismo produce una lesión cerebral difusa que no se asocia a 
contusiones focales ni a la ruptura de la barrera hematoencefálica. El dispositivo de 
impacto consiste en una pesa de 450 gramos que se deja caer libremente por gravedad 
a través de un tubo de polimetilmetacrilato (Plexiglás) sobre un disco metálico fijado al 
cráneo de una rata con metacrilato; para prevenir fracturas del cráneo y permitir el 



 

movimiento sagital, la cabeza de la rata debe fijarse sobre un colchón de goma-espuma 
con una densidad determinada.  

El objetivo del tubo es permitir un ángulo controlado de la caída del objeto con un 
recorrido preestablecido, el disco tiene como función distribuir el la fuerza mecánica del 
impacto por todo el cráneo, para así disminuir el riesgo de fracturas y lesiones focales. 
La cabeza del animal de experimentación, se fija sobre un colchón de goma espuma 
para permitir un determinado movimiento de la cabeza sobre el impacto, que producirá 
una aceleración angular rápida en el plano sagital, que simula las fuerzas de 
aceleración y desaceleración, que sufre el cerebro dentro del cráneo y las cuales son 
finalmente las responsables de la lesión producida. En este modelo las ratas han de ser 
anestesiadas antes del procedimiento, no se recomienda el uso de analgésicos 
posteriormente debido a que pueden ser factores tanto neuroprotectores como 
neurolesivos, y en consecuencia pueden alterar los resultados del modelo. 

4.5 Cultivos organotípicos agudos 

El cultivo celular es una técnica que permite mantener una población de células vivas 
de manera controlada para poder realizar observaciones y estudiar diferentes aspectos 
de las mismas; en las técnicas tradicionales, se obtiene una sola línea de células para 
mantenerlas aisladas de elementos que puedan alterar su comportamiento. Sin 
embargo, para el estudio de ciertos fenómenos como el TCE se hace necesario la 
observación del panorama completo del ambiente celular dentro del encéfalo.70 

Teniendo en cuenta esto, se seleccionaron a un tipo especial de cultivos celulares, los 
cultivos organotípicos, en los cuales no se realiza una disociación de las células 
individuales, sino que se toman tajadas completas, con una población heterogénea de 
células que mantienen toda la citoarquítectura, con su organización tridimensional 
intacta y todas las interacciones que se presentan entre los diversos tipos que 
conforman el tejido cerebral.71 De esta manera, se pueden reproducir las condiciones in 
vitro de una manera más fiel a lo que está ocurriendo in vivo, para lograr unas 
descripciones más precisas de los fenómenos agudos que están ocurriendo.72,73,74 

Con esta técnica de cultivo celular, es posible observar los fenómenos aislados del 
tejido completo y permite un preciso control del ambiente extracelular, la temperatura, la 
nutrición y la oxigenación, pues la muestra de tejido se mantiene en un líquido 
cefalorraquídeo artificial que le permite un adecuado flujo metabólico y mantiene la 
temperatura constante, además se suministra oxigenación continuo mediante un 
suplemento gaseoso (dióxido de Carbono al 5% y Oxigeno al 95%) que mantiene vivos 
a los tejidos y valorar diferentes variantes metabólicas.75,76 



 

Al revisar las publicaciones realizadas en la última década, se nota un interés cada vez 
mayor en los cultivos organotípicos, para evaluar aspectos de la neurodegeneración; el 
biomodelo más utilizado por la facilidad y el conocimiento que se tiene de la especie es 
la rata, esto se debe a que son fáciles de mantener y obtener las tajadas de cerebro de 
una manera rápida para garantizar que lleguen vivas al medio de cultivo celular. Estos 
modelos de cultivo celular, han sido de gran utilidad para el estudio de las lesiones que 
se presentan hipoxia o en hipoglucemia, pues han permitido describir los tipos de 
muerte celular que se han asociado a esta, la secuencia de eventos relacionados y lo 
más importante para este proyecto, han demostrado ser de utilidad para la evaluación 
de nuevos fármacos, siendo posible la observación directa de sus efectos sobre los 
tejidos, sin las dificultades que supone la administración sistémica de los mismos, como 
las alteraciones que produce el metabolismo, los problemas de la distribución corporal y 
las tasas de eliminación de xenobióticos entre otros. 

En el caso puntual del TCE, se han hecho trabajos para valorar las lesiones producidas 
por el trauma primario y el secundario. Generalmente se han utilizado ratas de hasta 
dos semanas de edad, obteniendo cortes hipocampales que han sido útiles para la 
compresión de la fisiopatología y la evaluación de los fármacos candidatos a convertirse 
en medicamentos, siendo la respuesta de los tejidos completos, la que más se acerca a 
la situación real que se está modelando con el cultivo. 

4.6 Viabilidad y recuento celular 

Una de las claves para el éxito de cualquier modelo de cultivo celular organotípico, 
consiste en poder determinar de manera efectiva y precisa la viabilidad celular. Esta 
puede definirse como el total de células vivas y saludables en un muestra.  

Para lograr esto, una de los métodos más utilizados es el ensayo de exclusión mediante 
el uso de Azul de Triptán, una técnica que permite visualizar la viabilidad de los tejidos y 
conocer de forma directa si dentro del cultivo celular existen células viables.77,78 Esta 
técnica está basada en un principio físico muy simple, la membrana plasmática tiene la 
propiedad de mantener fuera de las células a las moléculas hidrofóbicas como el Azul 
de Tripán, una propiedad que no tienen las células muertas, pues esta difunde 
libremente hacia el citoplasma. Entonces al aplicar la tinción sobre una muestra de 
tejido, las células viables van a visualizarse libres de la tinción en el interior, mientras 
que las células muertas van a tener colorante en su interior. 

Para lograr que el ensayo sea efectivo, es necesario que las células que se van 
evaluar, se encuentren en una suspensión, para poder visualizarlas y cuantificarlas 
mediante un hematocitometro, que pueda manejar volúmenes definidos. Una vez se 
hayan realizado estos conteos, es posible calcular el numero total de células y cuál 
porcentaje de estas es viable. 



 

Este ensayo es determinante para poder evaluar la respuesta de los tejidos a un medio 
específico, como es un modelo de cultivo organotípico, pues al permitir cuantificar la 
viabilidad de las células, permite saber que las condiciones del cultivo celular fueron 
apropiadas para mantener la viabilidad de los tejidos y poder modelar las condiciones 
que se quieran observar sin que existan sesgos producidos por la muerte de las células 
no relacionadas con el fenómeno a estudiar sino con las condiciones del medio de 
cultivo. 

4.7 Proteína nuclear específica de neuronas 

La proteína nuclear específica de neuronas (NeuN) es una proteína soluble que se 
encuentra en el núcleo y la región citoplasmática perinuclear de las poblaciones de 
neuronas vitales, esto hace del marcador NeuN, una excelente herramienta para 
determinar la viabilidad de las mismas en el sistema nervioso central de los mamíferos; 
al parecer, esta proteína corresponde a un factor de transcripción que se expresa de 
manera exclusiva en el núcleo y el citoplasma de neuronas postmitóticas, pero su 
función fisiológica no se entiende muy bien hasta la fecha.79 Basándose en éstas 
propiedades de la proteína, Mullen y su equipo desarrollaron un anticuerpo monoclonal 
que reconoce NeuN, que es específico para neuronas, marcando de manera precisa el 
núcleo y en menor medida el soma y los procesos proximales. En el sistema nervioso 
central, no presentan inmunorreactividad a este marcador las células fotorreceptoras de 
la retina, las células de Purkinje en cerebelo, las células mitrales de los bulbos olfatorios 
y la cadena simpática ganglionar así como ninguno de los tipos de células gliales; esto 
hace de el marcador NeuN, una excelente herramienta para determinar poblaciones 
neuronales.80,81 

Cuando las neuronas son fijadas en buenas condiciones, en ausencia de lesiones y 
factores deletéreos, expresan una intensa inmunorreactividad ante NeuN; por otra 
parte, condiciones patológicas como la hipoxia, la isquemia cerebral y especialmente el 
trauma, producen una disminución de la intensidad de la marcación por toda la 
neurona.82 Aunque la reducción de la marcación con el anticuerpo anti-NeuN puede, 
según algunos autores, indicar cambio en la antigenecidad de la proteína NeuN en 
lugar de la muerte celular y algunas neuronas pueden recuperar su patrón de tinción 
después de la reparación; se acepta que este fenómeno corresponde a la lesión 
neuronal.26,83  

En la actualidad, la marcación mediante anticuerpos dirigidos a NeuN, se considera 
como una de las mejores herramientas para realizar estudios estereológicos en corteza 
cerebral, esto se debe a que en la corteza cerebral, tiene la capacidad para marcar toda 
la población neuronal, mientras que otros marcadores específicos como el la proteína 
del neurofilamento84 los marcadores de β-tubulina III, y la Enolasa específica para 
neuronas, que se encuentran presentes en procesos neuronales e incluso la histórica 



 

tinción con Nissl, tienen una menor sensibilidad cuando se trata de ubicar y marcar 
grupos de neuronas piramidales, además, son mucho más lábiles a los cambios de pH 
que se puedan presentar en las muestras.85 

4.8 Proteína precursora del amiloide 

La proteína precursora del Amiloide (APP), hace parte de una familia de proteínas de la 
membrana celular; en este grupo, también se incluye al grupo de proteínas APL-1 en 
Caenorhabditis elegans, APPL en Drosophila melanogaster y APLP1 y APLP2 en 
mamíferos. En humanos, se encuentra codificado en la región 19q13.1 en el 
cromosoma 19 y en 11q24 del cromosoma 11 86 . Estas proteínas presentan una 
estructura característica que consiste en un segmento extracelular largo que 
corresponde a la porción amino-terminal y una porción intracelular corta de la porción 
carboxilo-terminal.87 Las APP, derivan de un proteoglicano de gran tamaño que ha sido 
denominado Platelet-Derived Macrophage-Binding Proteoglycan (PDMBP), el cual es 
secretado por las plaquetas y tiene la propiedad de inhibir la endocitosis de las 
lipoproteínas de baja densidad acetiladas (LDL-Ac) en los macrófagos.88 

De las APP, se reconocen tres isoformas, las de 751 y 770 aminoácidos, presentes en 
las neuronas y otras células y la isoforma de 659 aminoácidos, que se expresa 
principalmente en neuronas. Se reconoce a las APP como las precursoras del péptido 
β-Amiloide, una de las principales proteínas implicadas en la formación de las placas 
amiloides que se encuentran en los cerebros de pacientes con la enfermedad de 
Alzheimer. 89  La APP tiene dos formas alternativas de splicing, que produce dos 
segementos casi idénticos, que tienen tres proteasas diferentes denominadas como α, 
β y γ secretasas. A su vez éstas tienen dos vías para su procesamiento: la vía 
amiloidogénica y la no amiloidogénica. 

El TCE es un factor de riesgo epidemiológico para la enfermedad de Alzheimer90,91,92 
junto con un otros predisponentes aceleradores genéticos que incluyen el genotipo 
ApoE. Esta afirmación se refuerza en los hallazgos neuropatológicos en los cuales se 
ha reportado la presencia de placas amiloides en la corteza cerebral de 30-38% de los 
pacientes que han sufrido un TCE severo. 93  Los mecanismos moleculares de la 
formación de la placa amiloide en trauma no están completamente esclarecidos, pero 
parecen incluir alteraciones en la producción y/o metabolismo de la proteína precursora 
amiloide (APP), la cual se encuentra sobre expresada en axones y somas de neuronas 
lesionadas después de un TCE. 

El aumento en la producción de APP es un evento temprano durante la lesión 
secundaria del TCE; su acumulación axónal se ha reportado a partir de los 35 minutos 
después de la lesión,94 y se ha reportado como hallazgo de autopsias de pacientes con 
antecedentes de TCE y en modelos animales en donde las APP permanecen en 



 

concentraciones altas a través del tiempo. Esta sobre-regulación positiva se ha 
asociado con un aumento en la expresión de la enzima β-secretasa en modelos 
animales que podrían facilitar la producción de β-Amiloide que como se mencionó 
anteriormente, se ha relacionado con un mayor riesgo para el desarrollo de la 
enfermedad de Alzheimer.95 

En contraste con los posibles efectos perjudiciales de la APP, el aumento agudo de 
APP post TCE ha generado la hipotesis de que la APP puede realmente tener una 
función neuroprotectora.96 Durante el desarrollo, la APP tiene una función neurogénica 
y sinaptogénica, es sintetizada por una vía ribosomal de baja energía, un fenómeno 
poco habitual en la síntesis de proteínas, la cual es más propia de proteínas de 
respuesta al estrés metabólico; de ésta, se ha descrito su capacidad de bloquear el 
efecto de la caspasa 3 activada y del P-53. En resumen, la APP puede resultar 
beneficiosa o perjudicial dependiendo de la forma en que sea procesada dentro de las 
células. 

El metabolismo de la APP por una α-secretasa y una γ-secretasa produce el sAPPα, y 
ha sido reportado que muchas de las funciones neuroprotectoras y neurotróficas en el 
sistema nervioso central dependen de éste, mientras que el β-APP y el β-Amiloide son 
generados a partir de la escisión por la β-secretasa y la γ-secretasa, ambas vías son 
mutuamente excluyentes.97 

En este trabajo de investigación, se evaluó la presencia de esta proteína a través de la 
utilización de un anticuerpo contra ella como marcador de lesión neuronal, pues aunque 
existen numerosos reportes en la literatura publicada que demuestran la existencia de 
un importante deposito de β-Amiloide y la formación de placas amiloides; hasta el 
momento no se ha podido demostrar una relación directa entre el aumento de deposito 
de β-Amiloide y su toxicidad en TCE. La cuantificación de la APP en el modelo 
experimental, podría aportar información muy útil sobre la expresión de esta proteína y 
su valor como marcador de neurodegeneración y la lesión neuronal secundaria en la 
evaluación de fármacos candidatos a medicamentos neuroprotectores. 

4.9 Progesterona como modelo de neuroprotección 

La progesterona (Prog.) es una hormona que tiene múltiples funciones no 
reproductivas, en el sistema nervioso central98 a través de tres mecanismos principales: 
la regulación de la expresión génica, la modulación de los sistemas de 
neurotransmisores, y la activación de cascadas de señalización. Se han descrito dos 
receptores nucleares (PRA y PRB) y un receptor 7TMPRγ ubicado en la membrana 
celular, estos se distribuyen ampliamente en todas las estructuras del sistema nervioso 
sin distinción de tipos celulares, se encuentran principalmente localizados en la corteza 
cerebral, el cerebelo, el núcleo caudado, el tálamo, la pituitaria y la médula espinal.99,100  



 

En el TCE, parece que el efecto más prominente consiste en reducir el edema cerebral 
vasogénico y citotóxico y con ello frenar la pérdida secundaria de las células nerviosas 
vulnerables;101 pero, la hormona también ejerce otros efectos beneficiosos por otros 
mecanismos. La progesterona es un potente agente anti-inflamatorio y anti-apotótico 
con algunas propiedades antioxidantes que lo capaciten para proteger las células 
contra la ruptura de las membranas celulares que conduce a la muerte de las neuronas 
y la glia.102,103 

Una revisión sistemática de la progesterona en modelos animales de isquemia o TCE, 
demostró que la progesterona es neuroprotectora, en términos de reducción de 
volumen de la lesión, ya sea después de la isquemia cerebral o lesión cerebral, y esto 
se correlacionaba con la recuperación funcional.104 

De los primeros datos publicados, se realizó una revisión sistemática que evidencia una 
mejoría neurológica con el uso de la progesterona sin considerar el resultado 
concluyente por el tamaño de la muestra. 105 Por otra parte en la base de datos 
ClinicalTrials.gov están registrados 4 ensayos clínicos de intervención con progesterona 
en TCE.106,107,108 

En la actualidad, los datos obtenidos de los ensayos clínicos han sido decepcionantes, 
pues en ninguno de estos se encontró mejoría en los parámetros neurológicos 
evaluados. En el estudio Neuroprotective Agent, Progesterone, in Severe Traumatic 
Brain Injury (SYNAPSE) que fue un estudio clínico multicéntrico aleatorizado controlado 
con placebo, realizado en 21 países, para evaluar la efectividad de la progesterona para 
mejorar el pronóstico de los pacientes con TCE severo, los datos del estudio mostraron 
que la progesterona no tuvo ningún impacto sobre el desenlace.109 El siguiente estudio 
clínico de tercera fase diseñado para evaluar los efectos de la progesterona 
(Progesterone for the Treatment of Traumatic Brain Injury ProTECT III),110 tampoco 
encontró ningún beneficio en el pronóstico de los pacientes y fue terminado antes de 
tiempo por no encontrar ningún beneficio que justificara la intervención. 

En una revisión posterior a la publicación de estos resultados,111 Howard sostiene que 
existieron tres factores críticos en el diseño de estos estudios que pudieron alterar los 
resultados presentados: un esquema de dosis y duración de la terapia inadecuado en 
los estudios de fase II, La decisión estratégica de no realizar estudios clínicos de fase 
2B, que pudieron haber sido útiles para determinar las variables farmacocinéticas y de 
esquemas terapéuticos para la fase III y finalmente no tener en cuenta los datos 
preclínicos y los resultados de los estudios clínicos de fase II al diseño experimental 
realizados por los grupos de investigación de China. Al final de la discusión, el autor 
hace un llamado para tener en cuenta los efectos pleiotrópicos de la progesterona como 
un agente terapéutico para el TCE y el accidente cardiovascular y volver a diseñar 
estudios de fase IIB que tomen en cuenta los datos obtenidos en las experiencias 
preclínicas. 



 

En otro análisis,112 Stein revisa las circunstancias en que fueron planificados estos 
estudios, la evidencia con que contaban al momento y los datos preclínicos en que se 
basaron para emprender la tarea; al final concluye que no solo se trata de una 
discordancia entre los resultados obtenidos en los modelos animales, sino en tener 
definiciones precisas acerca de cómo debe ser caracterizada la condición que se está 
tratando de evaluar. Además es muy enfático al declarar que los nuevos diseños de las 
intervenciones clínicas de fármacos candidatos a convertirse en medicamentos 
neuroprotectores, deben ser desarrolladas en conjunto con los investigadores de 
ciencias básicas biomédicas y preclínicas, de manera que puedan determinarse que 
clase de intervenciones son las más efectivas para llevarlas a los pacientes reales, 

Tomando en cuenta lo anterior, la progesterona es en la actualidad el mejor fármaco 
disponible como control positivo pues ha pasado toda una serie de experimentos de 
ciencias básicas y modelos animales, pero no existe claridad en su utilidad como 
agente neuroprotector, Por esta razón el modelo de cultivo organotípico puede ayudar a 
aislar una serie de variables farmacocinéticas específicas (como son las alteraciones en 
los patrones de distribución del fármaco, transportadores específicos dela molécula, 
metabolismo in situ, entre otras) que pueden alterar los resultados clínicos y pueden ser 
tener una solución mediantes técnicas de la farmacéutica. Además existe una evidencia 
apoyada en numerosos estudios preclínicos y de ciencias básicas que apoyan la 
efectividad de la progesterona como un agente neuroprotector.113 

En un estudio reciente, se evaluó a la progesterona como un fármaco neuroprotector en 
un modelo de TCE moderado y repetitivo por percusión con líquido en ratas; los 
resultados de este estudio mostraron que el grupo que fue tratado con progesterona, 
presentaba menos déficit motor y sensitivo en la valoración clínica, así como en los 
marcadores de estrés oxidativo y neuroinflamación.114 En otro estudio, evaluaron el 
efecto de la progesterona en la expresión de los mediadores de la inflamación 
prostaglandina E2 (PEG2), Ciclooxigenasa 2 (COX2), factor nuclear κB (NF-κB) y el 
factor de necrosis tumoral α (TNF-α), en un modelo de TCE en ratas; los resultados 
mostraron que la progesterona reduce de manera significativa la respuesta inflamatoria, 
el edema cerebral, además de mejorar los puntajes en las evaluaciones neurológicas, 
concluyendo que la inhibición de la inflamación puede ser un mecanismo importante de 
la neuroprotección de la progesterona.115 



 

5 Materiales y métodos 

5.1 Diseño experiemental 

Este proyecto se desarrolló en muestras de cerebro de roedores como un 
planteamiento descriptivo comparativo, de manera que permitió trazar diferencias en la 
características definidas como variables partiendo del concepto de heterogeneidad y de 
acuerdo a las guías ARRIVE para el reporte de la investigación utilizando modelos 
animales de experimentación.116 

Para la validación del cultivo organotípico, se utilizaron un total de 9 biomodelos de 
ratas macho de la cepa Wistar (Rattus norvegicus), estos se seleccionaron de 
aproximadamente 12 semanas de edad y con un peso promedio entre 350 y 450 
gramos aproximadamente; los biomodelos fueron almacenados en el bioterio de la 
Universidad del Valle, en condiciones controladas de iluminación, temperatura, sin 
alteraciones del ritmo circadiano propio de los roedores; el bioterio cuenta con sistema 
cerrado de ventilación independiente para cada cubículo y se contuvieron en jaulas 
específicas para roedores con un sustrato de aserrín, al seleccionar los grupos de 
acomodación por jaula, se realizo una asignación aleatoria a cada uno de los 3 grupos 
experimentales (n=3 ratas por cada grupo): 

Tabla 1 Distribución de los grupos para cada uno de los tratamientos 

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D 

SHAM 
N=3, logrando un 
mínimo de 4 tajadas 
cerebrales 

TCE. 
N=3, logrando un 
mínimo de 4 tajadas 
cerebrales	
  

SHAM + Prog. 
N=3, logrando un 
mínimo de 4 tajadas 
cerebrales  

TCE + Prog. 
N=3, logrando un 
mínimo de 4 tajadas 
cerebrales 

Antes de cada procedimiento, se trasladaron a las ratas en sus respectivas jaulas de 
contención, hacia el laboratorio de técnicas histológicas donde se realizaron los 
experimentos cubriéndolos de la luz directa del sol. Antes de cada procedimiento, se 
realizó una sedación profunda utilizando una maquina de anestesia con Isoflurano 
mediante el uso de una cámara especial para roedores con un flujo 0,3 L/min de 
oxigeno y una presión positiva de 10 – 15 cm de H2O durante un periodo de 5 a 7 
minutos. 



 

Después de realizar la inducción de la anestesia, los animales de los grupos A y B se 
sometieron a un modelo de trauma craneoencefálico según la metodología descrita por 
Marmorou y cols. en 1994,62 mientras que los animales del grupo C fueron utilizados 
como control (SHAM) de los efectos metodológicos no específicos, en este caso la 
anestesia y cirugía para fijar el disco de acero. Después pasaron un periodo de 48 
horas donde se les permitió la alimentación y el agua ad libitum. 

Después de este periodo, todos los animales fueron sacrificados por decapitación bajo 
anestesia general y las muestras de tajadas cerebrales obtenidas fueron llevadas al 
cultivo organotípico agudo durante 6 horas, durante las cuales al grupo A se le añadió 
la progesterona (Sygma Aldrich, P8783) al líquido cefalorraquídeo, mientras que el 
grupo B y C, recibieron el líquido cefalorraquídeo artificial descrito previamente (ver 
tabla 1). 

5.2 Modelo de lesión 

Se utilizó el modelo de caída libre de peso diseñado por Marmorou y cols. en 1994,29 
con una serie de modificaciones realizadas por el grupo según los resultados obtenidos 
de la estandarización de la técnica, quedando la altura desde la cual cae el peso en 155 
cm, una distancia que se encuentra dentro del rango descrito por el artículo original 
(entre 1 y 2 metros). Esta altura logra un TCE moderado, con unas excelentes tasas de 
sobrevida de las ratas, sin tener necesidad de administrar ventilación mecánica y/o 
asistida, para biomodelos de más de 350 gramos (Ratas Wistar).  

 



 

 

Para obtener el peso deseado, se utilizó un pistón de acero torneado a medida con una 
masa de 45 gr; este se dejó caer libremente desde una altura de 155 cm a través de un 
tubo de Plexiglás que se ubica con el fin de permitir un ángulo controlado de la caída 
del peso, además, garantiza un recorrido preestablecido que impacte únicamente en el 
cráneo de la rata. El impacto se produce sobre un disco de acero de 2,5 cm de diámetro 
y 2 mm de grosor fijado con adhesivo de cianoacrilato al cráneo de una rata (sobre la 
línea media del cráneo entre bregma y lambda), este tiene como finalidad la distribución 
homogénea del impacto sobre la superficie del cráneo, evitando las fracturas del mismo 
y las lesiones focales producidas por el impacto localizado. La cabeza de la rata, se 
encuentra fijada de manera laxa sobre un colchón de goma-espuma el cual tiene una 
densidad 20 kg/m3 (Figura 1). La cabeza de la rata al apoyarse sobre un colchón de 
goma espuma permite un determinado movimiento de la cabeza sobre el impacto, que 
produce una aceleración angular rápida en el plano sagital, determinando las fuerzas de 
aceleración y desaceleración, que sufre el cerebro dentro del cráneo y son 
responsables de la lesión producida.  

Antes del procedimiento quirúrgico de fijación del disco ó de recibir cualquier impacto, 
las ratas fueron anestesiadas mediante el uso de Isoflurano, suministrado mediante una 
máquina de anestesia específica para uso veterinario (Ver Protocolo, Anexo 1). 
Después del impacto, no se les suministró analgesia o anti inflamatorios no esteroideos 
a éste, debido a que podían alterar los resultados del modelo (pueden tener efectos 
neuroprotectores o neurolesivos). Los biomodelos del grupo C, fueron sometidos al 

Ilustración 1 Modelo de TCE por impacto aceleración 

Diagrama del modelo descrito por Marmarou y cols. de TCE por impacto-aceleración. 
A) Primero se debe fijar un disco metálico sobre el cráneo de la rata utilizando un 
adhesivo de cianocrilato, éste debe ir centrado sobre la línea media entre las cisuras 
bregma y lambda. A continuación se coloca el animal sobre una espuma y con la 
cabeza centrada bajo un tubo de aluminio por el que se deja caer una pesa para que 
golpee el disco metálico. B) La cabeza de la rata sufre un impacto seguido de una 
aceleración angular en el plano sagital. (Tomado de Prieto et al., 2009). 



 

mismo procedimiento quirúrgico, se fijaron en el colchón de goma espuma, pero no 
recibieron el impacto en su cráneo.  

Figura 1 Diagrama de la configuración del dispositivo de impacto 

 

 

 

Diagrama de la configuración del dispositivo de impacto. Se fija el 
tubo de Plexiglás de manera que se encuentre a 90º con la 
horizontal, a la salida inferior del tubo, se ubica la rata con el disco 
de metal justamente debajo del tubo y con una fijación laxa sobre 
el colchón de goma espuma (Densidad de 20 kg/m3) Una vez que 
el dispositivo se encuentra ubicado, se deja caer el pistón de 450 
gr, desde una altura de 155 cm, verificando el impacto y evitando 
un efecto de doble impacto por rebote. 



 

5.3 Preparación de las tajadas 

Reactivos: Isoflurano; Líquido cefalorraquídeo artificial (LCRa). 

Todos las ratas tuvieron un periodo de observación de 48 horas, con alimentación y 
agua ad libitum, posterior a esto, se sacrificaron para el cultivo. El procedimiento 
efectuado fue la decapitación bajo anestesia general (Ver Protocolo, Anexo 1). Una vez 
se separó la cabeza de la rata, se procedió rápidamente a la extracción del cerebro 
completo, teniendo mucho cuidado de no tocarlo en el procedimiento para evitar 
lesiones no relacionadas con el diseño experimental; el tiempo límite establecido para el 
procedimiento fue de cinco minutos. Al cerebro se le retiraron las meninges y se ubicó 
en una matriz especialmente diseñada para el corte de tajadas de cerebro de roedores 
(RBM), con el fin de ayudar a la disección y obtener láminas de exactamente 1,5 mm de 
espesor, que fueran reproducibles y estandarizadas (ver fig. 4). Los cortes se realizaron 
en sentido coronal con dirección rostro – caudal; de la muestra se descartaron el bulbo 
olfatorio y el cerebelo. 

Ilustración 2 Matriz de corte de cerebro de roedor 

 

Después de la extracción, las muestras fueron manejadas bajo condiciones de 
esterilidad, se les retiraron los coágulos y se llevaron al dispositivo de cultivo 
temperatura ambiente como lo describe Riascos y cols1 irrigado con LCRa, a pH 
controlado de 7,4;72 en todos los casos, se evitó el exceso de manipulación con el fin de 
no lesionar el tejido. Estas tajadas fueron llevadas de inmediato a cultivo, manteniendo 
unas muestras de tejido para los controles de tiempo cero de cultivo y control 
histopatológico inmediato. 

  

Matriz utilizada como marco de 
referencia para obtener las tajadas 
para el cultivo organotípico. En 
esta se ubicaba el cerebro 
rescatado y se procedía a realizar 
los cortes utilizando como las 
guías marcadas de manera que 
cada tajada quedara de 1,5 mm de 
espesor. 



 

Tabla 2 Fórmula para la preparación del LCRa 

Para 1 litro de LCRa 1X 

NaCl 124 mM 7,24 gr 

KCl 5 mM 0,37 gr 

NaH2PO4 1 mM 0,14 gr 

MgSO4 2,65 mM 0,32 gr 

NaHCO3 26 mM 2,18 gr 

Glucosa 10 mM 1,80 gr 

CaCl2 2 mM 0,22 gr 

Agua destilada y desionizada 1.000 mL 

pH 7,4 – Temperatura Ambiente 

5.4 Cultivo celular organotípico 

Una vez obtenidas las tajadas, se les realizó el corte y procesamiento inicial, después 
fueron introducidas a la cámara de conservación de cortes cerebrales vivos, diseñada 
por el grupo de investigación según una adaptación de la metodología descrita por 
Krimer y Goldman-Rakic en 1997, 117  en ésta, se acomodaron sobre una camilla 
compartimentada de rejilla de acero inoxidable y se procedió a la ubicación dentro del 
contenedor con el LCRa. Las tajadas se sostuvieron en contacto directo en la interface 
dispuesta por un flujo continuo de LCRa a 2 cc/min y una mezcla de gases de O2 al 
95% y CO2 al 5% con burbujeo permanente, (según ha sido descrito en la bibliografía 
revisada) a la temperatura de laboratorio (26 °C) y pH fisiológico. 118,119,120 

La camilla consistió en un aro de etil vinil acetato (Foamy) de 6 cm de diámetro y 1,5 cm 
de espesor, cuyo fondo era una malla de acero con tabiques de alambre para dividir el 



 

espacio en 4 compartimentos radiales. La malla de acero permitió el contacto con el 
LCRa y el paso de la mezcla de gases de manera constante. La compartimentación 
permitió a cada tajada la misma disponibilidad de nutrientes y de gas evitando su 
superposición (ilustración 3). El aro de Foamy le dio a la estructura la flotabilidad 
necesaria para mantener las tajadas por encima de la superficie del LCRa, pero 
manteniendo un estrecho contacto con este sin alterar tensión superficial en la interface 
líquido gas, un elemento necesario para mantener la adecuada perfusión de los tejidos 
cultivados durante toda la duración del cultivo celular (ilustración 4). 

La cámara de cultivo celular fue elaborada en vidrio, según el diseño del grupo de 
investigación, que se ha venido utilizando. El diámetro de apertura superior de la 
cámara es de 10 cm de diámetro, finalizando en una base circular donde se conectan 
dos conductos de vidrio. El conducto lateral, funciona como una trampa de nivel del 
LCRa, de manera que cuando el nivel máximo de líquido alcanzado al interior del 
contenedor llegara 5 cm de altura, todo el exceso de líquido se elimina por una 
manguera que drena el contenido. 

 Ilustración 3 Montaje de las tajadas de cerebro 



 

 

El siguiente conducto, sirve para el ingreso de la mezcla de gases, está ubicado 
directamente la parte inferior de la base del contenedor, y se proyecta 2 cm dentro del 
mismo. En su interior se encuentra fijado un filtro realizado con un cristal de cuarzo fino, 
para actuar como un difusor que permita el ingreso de la mezcla de gases en el LCRa, 
en este conducto se conecta una manguera que proviene del regulador de flujo de la 
bala de oxigeno (ilustración 4). 

  

Localización de las tajadas de cerebro de rata en la camilla de la 
cámara de cultivo celular, el dispositivo se encuentra ubicado en 
la incubadora que mantiene la temperatura constante y se 
encuentra conecta al difusor para la mezcla de gases 



 

 

Para sellar la cámara de cultivo, se utilizó un disco de caucho de 5 mm de espesor que 
lograba una oclusión hermética del dispositivo. Para fijar un dispositivo de venoclisis, 
que regulaba el goteo del LCRa; en la otra perforación, se fijo un angiocat de calibre 14, 
de manera que no se generara un efecto de vacío que impidiera la evacuación del 
remanente de solución y generara una presión positiva para lograr una mayor 
oxigenación de las tajadas  

Ilustración 4 Montaje de la cámara de cultivo 

A) Reservorio de LCRa. B. Cámara de conservación de tejidos. C. Contenedor de 
baño maría para regular la temperatura. D. Bala con manómetro y regulador de 
flujo de la mezcla de gases (CO2 5%, O2 95%) (Tomado de Riascos y cols 2008). 



 

 

 

5.5 Procesamiento de las Muestras 

De cada uno de los grupos empleados, TCE, SHAM, TCE + Prog. o SHAM + Prog. de 
48 horas que fueron cultivados por seis horas en total, de cada uno, se obtuvieron 
cuatro muestras, de las cuales una tajada con corteza motora se destinó para ensayos 
de Viabilidad Celular. Tres tajadas con corteza motora, sensorial e hipocampo se 
destinaron para la fijación e inmunohistoquímica. 

5.6 Inmunohistoquímica 

Reactivos: Paraformaldehído lisina periodato (PLP); Sacarosa; Buffer fosfato salino 
(PBS por sus siglas en inglés); Isopentano; Solución anticongelante (glicerol al 20% y 
etilenglicol al 30% en PBS 10X); Anticuerpos primarios: Anty-amyloid precursor protein 
(APP) C-Terminal. Rabbit Polyclonal – IgG (Sigma®), Anty-amyloid precursor protein 
(APP) N-Terminal. Rabbit Polyclonal – IgG (Sigma®) y Anti NeuN MAB377. Mouse 
Monoclonal - IgG1 (Chemicon Internacional®); Complejo avidina/biotina (Kit ABC 
Vectastain – Elite PK mouse y rabbit IgG, Vector Laboratories®); Diaminobencidina 
(Peroxidase Substrate Kit; DAB SK-4100). 

Ilustración 5 Esquema del funcionamiento del cultivo 

Esquema del principio del funcionamiento de la cámara de cultivo de organotípico. En esta se 
puede apreciar la dirección del flujo de carboxieno proveniente de la bala, así como el 
suministro de LCR y la salida del sobrante por la trampa de flujo. 



 

Las muestras fueron fijadas mediante inmersión en pH 7,4 a 4 grados Celsius en 
paraformaldehído lisina periodato (PLP); durante 3 días. Seguido a esto, la 
crioprotección se realizó con gradientes de sacarosa al 10%, 20% y 30% en Buffer 
fosfato salino (PBS) 1X por 3 días consecutivos y se congelaron por inmersión en 
isopentano, el cual estaba enfriado previamente mediante convección por dióxido de 
carbono (CO2) en estado sólido (hielo seco) y fueron almacenadas a un congelador a 
una temperatura de -70 °C. 

Utilizando un criostato Leica CM3050-S, se realizaron cortes coronales de 30 µm de 
espesor de cada una de las tajadas congeladas. De cada muestra de tejido se 
descartaron los cortes pertenecientes a los primeros y últimos 200 µm, para de esta 
manera evitar las áreas afectadas por la disección y por el contacto con la malla de 
soporte al interior de las cámaras de cultivo. Los cortes fueron almacenados en una 
solución anticongelante a -20 °C hasta ser procesados histológicamente.  

Las muestras fueron procesadas de manera seriada para Inmunohistoquímica en tejido 
flotante contra los anticuerpos primarios, mediante la técnica de avidina/biotina anti-
ratón y anti-conejo; y fueron reveladas con diaminobencidina contrastada con níquel, 
bajo las condiciones estándar del laboratorio. (Ver Protocolo, Anexo 4). 

Para valorar la especificidad obtenida en la inmunotinción, se realizó un ensayo de 
control negativo, en el que se omitió el anticuerpo primario. Este control mostró la 
ausencia de inmunorreactividad en los tejidos. 

5.7 Registro y Procesamiento De Imágenes 

Con el fin de proceder al análisis de los resultados, se tomaron una serie de 
microfotografías mediante una cámara digital DFC 295 (Leica), la cuál estaba acoplada 
a un microscopio iluminado por LED modelo Leica DM750. Las capturas de las 
imágenes obtenidas se procesaron con el programa Leica Application Suite (LAS) 3.8.0 
en formato Tiff de 8 bits, de tipo entero sin signo, con una resolución de 2.048 x 1.536 
pixeles. En todas estas fotografías se fijó un tiempo de exposición de 22,5 ms, 
manteniendo constante la intensidad de la iluminación y sin utilizar la corrección 
gamma. 

Para determinar la organización laminar de la corteza de las muestras, tanto en todas 
las muestras de tejido, se observaron las placas histológicas con el microscopio de luz y 
se tomaron microfotografías con un aumento de 10X en al menos 3 cortes de la corteza 
somato sensorial y al menos 3 cortes en la corteza motora. En cada una de las 
secciones que fueron fotografiadas se debía poder apreciar el borde pial, además de 
una pequeña porción de sustancia blanca subcortical. Con las imágenes adquiridas, se 
realizó un procedimiento de reconstrucción fotográfica con el fin de incluir el espesor 



 

total de la corteza cerebral; para lograr esto, se utilizó la herramienta de fusión de 
fotografías consecutivas del programa PhotoStitch de Cannon (versión 3.1.21.45, 1996-
2007®).  

Para el conteo celular, y descripciones celulares, se tomaron una serie de 
microfotografías utilizando los aumentos de 20X y 40X, de la corteza motora, la 
sensorial y el hipocampo de cada hemisferio. Las microfotografías utilizadas para el 
conteo celular correspondieron a las láminas supragranulares e infragranulares, justo 
en las zonas de transición de las láminas II-III y V-VI respectivamente. Todas estas 
microfotografías fueron calibradas antes de realizar cualquier análisis. Los conteos 
realizados en la corteza fueron manuales, delimitando un cuadrante específico con un 
área de 500 x 500 µm2 

5.8 Análisis de datos y estadística 

Para efectos del análisis de los datos obtenidos, se realizó una descripción cualitativa y 
cuantitativa de los resultados de la marcación por Inmunohistoquímica para APP N-
terminal y NeuN en las diferentes regiones del cerebro que fueron analizadas. Para 
APP C-terminal sólo se realizaron descripciones cualitativas. 

Para el análisis cuantitativo se tuvieron en cuenta los 4 grupos experimentales 
establecidos, de estos se tomaron a sus vez cuatro tajadas de cada uno y en todos se 
midió la expresión de las proteínas NeuN y APP N-terminal para cada grupo de cultivo 
para lo cual se construyeron dos curvas (Control Vs. Tratado) y se analizaron por 
ANOVA de una vía, considerando a priori, una p<0,05 como indicador de significancia 
del resultado. 

Para la verificación de los datos, se utilizó la prueba post hoc de Tukey con el fin de 
obtener datos de la comparación múltiple de medias entre cada uno de los grupos y 
para cada uno de los niveles del cultivo.121 Los análisis se llevaron a cabo en el 
programa GraphPad Prism 6. 



 

6 Consideraciones éticas 

El proyecto de investigación fue sometido a la evaluación del Comité De Ética En 
Investigación Con Animales de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle, 
recibiendo aprobación y certificación institucional según el acta No. 001 de 2011. En el 
documento entregado, se autorizaba no utilizar analgesia para los biomodelos, pues 
tanto los opioides como los antiinflamatorios no esteroideos, pueden ser factores 
distractores que alteren los resultados, pues ambos grupos farmacológicos tienen 
efectos en la viabilidad de las poblaciones neuronales. 

El manejo de los animales de experimentación se manejó acorde con lo establecido en 
la ley 84, sancionada por el congreso de Colombia el 27 de diciembre de 1989, “Por la 
cual se adopta el estatuto Nacional de Protección de los Animales”, la cual en su 
capítulo sexto hace referencia a los animales de experimentación y en la Resolución 
8430 de 1993 emitida por el Ministerio de Salud “Por la cual se establecen las normas 
científicas, técnicas y administrativas para la investigación en salud”.  

Durante todo el desarrollo de este proyecto se siguieron las regulaciones vigentes sobre 
el trato de los animales de experimentación, además de las guías locales de manejo de 
animales de experimentación.  



 

7 Resultados 

7.1 Observaciones clínicas 

Durante el ensayo del modelo de lesión, en ninguna de las ratas se presentaron 
fracturas craneales y todos sobrevivieron al procedimiento. Después de recibir el 
impacto, las ratas se trasladaron a la cámara de anestesia para ser monitorizados, sin 
encontrar ninguna evidencia de que presentaran episodios de apnea. Sin embargo, en 
la fase de mantenimiento, se encontraron patrones respiratorios anormales, con una 
duración entre los 5 y los 15 minutos, pero estos pueden estar ocasionados por el 
Isoflurano utilizado en la anestesia. En esta fase, de mantenimiento y observación, no 
se presentaron signos clínicos de lesiones neurológicas graves, como movimientos 
sugerentes de decorticación o convulsiones. En promedio, todos los biomodelos se 
recuperaron completamente de la anestesia en un periodo de 10 minutos en promedio; 
es interesante resaltar que los biomodelos que recibieron el impacto (grupos TCE y 
TCE + Prog.), tomaban un poco más de tiempo para estar completamente activos. En 
ninguno de los grupos del ensayo se encontraron alteraciones motoras o 
comportamentales, tal vez la única observación fue un poco de hipoactividad en el 
grupo que recibió el impacto (grupos TCE y TCE + Prog.). Con estos hallazgos, se pudo 
establecer que el TCE producido por el modelo de lesión por 
aceleración/desaceleración según como fue estandarizado por el grupo de 
investigación, producía un TCE moderado, con un 100% de sobrevivencia de los ratas 
durante la duración de los experimentos (48 horas). 

7.2 Observaciones histopatológicas macroscópicas 

Pasadas las 48 horas de la lesión, tras la decapitación y extracción del cerebro, se 
examinaron los aspectos macroscópicos de la lesión, sin encontrar signos evidentes de 
contusiones o lesiones focales o de fracturas que pudieran haber pasado 
desapercibidas en el examen clínico previo al sacrificio.  

7.3 Datos descriptivos de la expresión de NeuN 

En todos los grupos (SHAM, SHAM + Prog, TCE, TCE + Prog), las muestras de tejido 
con la marcación inmunohistoquímica para la proteína NeuN, presentaron una intensa 
Inmunorreactividad, ésta se concentró en el núcleo de las células y la región 
perinuclear, encontrándose en una menor medida en las regiones proximales de las 
dendritas basales y apicales.  



 

 

  

Ilustración 6 Tinción de NeuN de la corteza motora y sensitiva 

En las dos imágenes se puede apreciar la laminaridad de la corteza de la rata. En la corteza 
motora, se pueden apreciar grupos de neuronas piramidales más grandes en las zonas de 
transición entre las láminas IV y V, mientras que en la corteza sensitiva si bien se aprecian también 
las neuronas de gran tamaño, no se encuentran tantas diferencias entre ellas. 



 

En las muestras correspondientes a los grupos SHAM al tiempo de cero horas de En 
las muestras correspondientes a los grupos SHAM al tiempo de cero horas de cultivo y 
marcadas contra NeuN, se identificaron la totalidad de las 6 láminas corticales y a partir 
de ellas se estableció un patrón de comparación para evaluar la evolución en todos los 
grupos experimentales. 

El procedimiento de la marcación para NeuN, permitió que se pudieran identificar 
grupos de células pequeñas piramidales en la capa II de las corteza motora y sensitiva, 
además de un número importante de pequeñas formas piramidales en las capas III y V. 
También expresaron una intensa marcación los grupos de células medianas y grandes 
en las capas III y V y formas piramidales modificadas en la capa VI. También se 
encontró un aumento de la expresión en formas de células no piramidales; si bien éstas 
se encontraron a los largo de todas las capas, la densidad de las mismas fue mucho 
mayor en las capas II y IV. En los grupos de trauma y trauma más progesterona, se 
encontró un aumento de la marcación con NeuN en las dendritas y el axón de la 
neurona y un patrón más difuso de la marcación en todo el soma de la célula. Es de 
resaltar que en todas las capas se encontraron variaciones en la densidad de la 
marcación 

 

 

 

Ilustración 7 Marcaciones de NeuN grupos Trauma y control 

En el grupo de trauma se pudo apreciar una marcación más difusa en el soma de las neuronas, pero 
se evidenció una marcación más intensa en las dendritas y en los axones. Por el contrario, en el 
grupo que recibió el tratamiento con progesterona, se evidenció una marcación más fuerte, con una 
demarcación de los núcleos de las neuronas y una buena definición de las dendritas proximales. 

 



 

  



 

7.4 Datos descriptivos de la expresión APP N-Terminal 

Al revisar la totalidad del tejido en el microscopio bajo 10 aumentos, se evidenció una 
marcación positiva de APP N-terminal en todos los grupos que fueron llevados al cultivo 
celular organotípico (SHAM, TCE, SHAM + Prog. y TCE + Prog.) siendo posible 
identificarla en los axones de las neuronas y en la zona limítrofe con la sustancia blanca 
subcortical, presentándose como acúmulos de la proteína en forma de haz que salen de 
la corteza y se dispersan en la sustancia blanca.  

Esta marcación fue generalizada a lo largo de todas las muestras evaluadas de la 
corteza, sin embargo, el hallazgo fue más notorio en los axones de las células ubicadas 
en las láminas IV y V para todos los grupos. Por otra parte, los grupos que recibieron el 
TCE, presentaron una mayor intensidad en la marcación para APP, siendo mucho más 
notoria los axones de las células, siendo menos intensa en el grupo que recibió el 
tratamiento con progesterona. 

 

  

Ilustración 8 Marcación APP N-Terminal 

En la imagen se aprecia una porción de la corteza motora que muestra la marcación de los axones 
que se encontró en los grupos que fueron expuestos al trauma. 



 

7.5 Datos cuantitativos de la los conteos de neuronas marcadas con 
NeuN en la corteza motora 

Al realizar el análisis de varianza (ANOVA) de una vía de la corteza motora en la región 
supragranular, los resultados obtenidos, mostraron que existía una diferencia 
significativa entre los diferentes tratamientos a los que se sometieron a los grupos del 
experimento (valor de p < 0,0001), resaltando el efecto que tiene la progesterona sobre 
el conteo celular, al compararlo contra todos los grupos evaluados. 

Al analizar los datos cuantitativos de los resultados de los conteos celulares de la 
marcación de inmunohistoquímica para NeuN, utilizando la prueba Post Hoc de 
Tukey,121 (ver Fig. 11) se encontró que en las capas supragranulares de la corteza 
motora, existía una diferencia significativa (valor de p de 0,0031) entre el grupo que 
recibió el TCE y el que recibió el TCE más Progesterona (Mean diff -35,77; intervalo de 
confianza -59,89 a -11,65). Para la comparación entre el grupo de TCE y Control más 
Progesterona también se encontró una diferencia significativa (valor de p de < 0,0001; 
Mean diff -70,13 intervalo de confianza -94,25 a -46,00). Por último, se encontró una 
diferencia significativa entre el grupo de Control más Progesterona y TCE más 
progesterona (valor de p de < 0,0001; Mean diff 34,35; intervalo de confianza 19,10 a 
49,61).  

Por otra parte, en el análisis entre el grupo de Control y el grupo TCE más 
Progesterona, no se encontró ninguna diferencia significativa (valor de p de 0,3915; 
Mean diff 13,73; intervalo de confianza -10,39 a 37,85). También se encontró que no 
había diferencia significativa en el grupo Control y el grupo control más Progesterona 
(valor de p de 0,108; Mean diff -20,63; intervalo de confianza -44,75 a 3,496). 

En la corteza motora de la región infragranular de la corteza motora, los resultados de 
la ANOVA de una vía mostraron que también existía una diferencia significativa entre 
los diferentes tratamientos de los grupos del experimento, (valor de p < 0,0001), siendo 
aún más notoria la diferencia entre el los grupos Control y TCE al compararlos con el 
grupo TCE más progesterona.  

  



 

 

 

  

Ilustración 9 Análisis post hoc NeuN corteza motora Supragranular 



 

Tabla 3 Análisis de varianza NeuN corteza motora supragranular 
Fuente de 
Variación	
  

SS	
   DF	
   MS	
   F(DF, DFd)	
  

Intergrupal	
   9715	
   3	
   3238	
   F (3, 16) = 28,47 

Intragrupo	
   1820	
   16	
   113,7	
    

Total	
   11535	
   19	
     

Valor de p < 0,0001. 

Tabla 4 Estadística descriptiva NeuN corteza motora supragranular 
 Control TCE Control + Prog. TCE + Prog. 

Media 182,3 216,6 146,5 196 

Desviación Estándar 9,468 13,04 0,7071 1,414 

IC Inferior 95% 174,4 205,7 140,1 183,3 

IC Superior 95% 190,2 227,5 152,9 208,7 

Para la región infragranular de la corteza motora, la prueba Post Hoc utilizada, (ver Fig. 
12) los resultados mostraron, que existía una diferencia significativa (valor de p de < 
0,0001) entre el grupo que recibió de Control más progesterona y el que recibió el TCE 
más Progesterona (Mean diff 34,67; intervalo de confianza 20,49 to 48,84). Al revisar 
los datos obtenidos entre el grupo de TCE y Control más Progesterona también se 
encontró una diferencia significativa (valor de p de < 0,0012; Mean diff –36,9 intervalo 
de confianza -59,31 a -14,49). Por último, se encontró una diferencia significativa entre 
el grupo de Control y Control más Progesterona (valor de p de < 0,0209; Mean diff -
25,9; intervalo de confianza -48,31 a -3,485). 

En el análisis entre el grupo de TCE y el grupo TCE más Progesterona, no se encontró 
ninguna diferencia significativa (valor de p de 0,9916; Mean diff -2,229; intervalo de 
confianza -24,64 a 20,18). Tampoco se encontró que existiera diferencia significativa en 
el grupo Control y el grupo TCE más Progesterona (valor de p de 0,6831; Mean diff 
8,771; intervalo de confianza -13,64 a 31,18). Finalmente, no se encontraron diferencias 
significativas entre el grupo Control y el grupo TCE (valor de p 0,6886; Mean diff 11; 
intervalo de confianza -17,35 a39,35).  



 

 

 

  

Ilustración 10 Análisis post hoc NeuN corteza motora infragranular 



 

Tabla 5 Análisis de varianza NeuN corteza motora infragranular 
Fuente de 
Variación 

SS DF MS F(DF, DFd) 

Intergrupal 5561 3 1854 F (3, 16) = 18 

Intragrupo 1571 16 98,17  

Total 7132 19   

*Valor de p < 0,0001 

Tabla 6 Estadística descriptiva NeuN corteza motora infragranular 
 Control TCE Control + Prog. TCE + Prog. 

Media 181 215,6 178,8 189,8 

Desviación Estándar 8,271 12,29 2,475 5,303 

IC Inferior 95% 174,1 205,4 156,5 142,1 

IC Superior 95% 187,9 225,9 201 237,4 

 

7.6 Datos cuantitativos de los conteos de neuronas marcadas con 
NeuN en la corteza sensitiva 

Para el caso de la corteza sensitiva en la región supragranular el análisis de varianza 
(ANOVA) de una vía, los resultados obtenidos, evidenciaron que no existía una 
diferencia significativa entre los diferentes tratamientos a los que se sometieron a los 
grupos del experimento (valor de p < 0,012). 

Utilizando la prueba Post Hoc establecida (ver Fig. 13) se encontró que en las capas 
supragranulares de la corteza sensitiva, existe una diferencia significativa (valor de p de 
0,0172) entre el grupo que recibió el TCE y el de Control más Progesterona (Mean diff -
21,08; intervalo de confianza -38,81 a -3,353). Para la comparación entre el grupo de 
Control y el de TCE también se encontró una diferencia significativa (valor de p de < 
0,0299; Mean diff 24,5 intervalo de confianza -2,072 a -46,93).  



 

Por el contrario, al analizar la comparación entre el grupo de Control más Progesterona 
y el grupo TCE más Progesterona, no se encontró ninguna diferencia significativa (valor 
de p de 0,2181; Mean diff 7,958; intervalo de confianza -3,255 a 19,17). También se 
encontró que no había diferencia significativa en el grupo TCE y el grupo TCE más 
Progesterona (valor de p de 0,1895; Mean diff -13,13; intervalo de confianza -30,86 a 
4,606). En el caso de la comparación del grupo Control y el grupo TCE más 
Progesterona, no se encontraron diferencias significativas (valor de p de 0,2936; Mean 
diff 11,38; intervalo de confianza -6,356 a 29,11). Finalmente, no se encontraron 
diferencias significativas entre el grupo de Control y el grupo de Control más 
Progesterona (valor de p de 0,9448; Mean diff 3,417; intervalo de confianza -14,31 a 
21,15). 

 

 
  

Ilustración 11 Análisis post hoc NeuN corteza sensitiva supragranular 



 

Tabla 7 Análisis de varianza NeuN corteza sensitiva supragranular 
Fuente de 
Variación 

SS DF MS F(DF, DFd) 

Intergrupal 929 3 309,7 F (3, 16) = 5,039 

Intragrupo 983,2 16 61,45  

Total 1912 19   

*Valor de p < 0,012 

Tabla 8 Estadística descriptiva NeuN corteza sensitiva supragranular 
 Control TCE Control + Prog. TCE + Prog. 

Media 200,6 208,6 187,5 212 

Desviación Estándar 4,682 10,26 5,657 7,778 

IC Inferior 95% 196,7 200 136,7 142,1 

IC Superior 95% 204,5 217,2 238,3 281,9 

En la corteza sensitiva de la región infragranular, los resultados de la ANOVA de una 
vía los datos demostraron que existía una diferencia significativa entre los diferentes 
tratamientos de los grupos del experimento, (valor de p < 0,0031), siendo aún más 
notoria la diferencia entre el los grupos Control más Progesterona y  al compararlos con 
los grupos TCE y TCE más progesterona. 

Al correr la prueba Post Hoc se encontró que en las capas infragranulares de la corteza 
sensitiva existe una diferencia significativa entre el grupo que recibió el Control más 
Progesterona y el  TCE más Progesterona (Mean diff -19,83; intervalo de confianza 
7,285 a 32,38).  

Para la comparación entre el grupo de TCE y el de TCE más Progesterona, no se 
encontró una diferencia significativa (valor de p de < 0,8944; Mean diff 4,875 intervalo 
de confianza -14,97 a 24,72). Al analizar la comparación entre el grupo de Control y el 
grupo TCE más Progesterona, no se encontró ninguna diferencia significativa (valor de 
p de 0,404; Mean diff 11,13; intervalo de confianza -8,716 a 30,97). 

  



 

 

Tabla 9 Análisis de varianza NeuN corteza senstiva infragranular 
Fuente de 
Variación 

SS DF MS F(DF, DFd) 

Intergrupal 1624 3 541,4 F (3, 16) = 7,036 

Intragrupo 1231 16 76,95  

Total 2855 19   

*Valor de p < 0,0001 

Ilustración 12 Análisis post hoc NeuN corteza sensitiva infragranular 



 

Tabla 10 Estadística descriptiva NeuN corteza motora infragranular 
 Control TCE Control + Prog. TCE + Prog. 

Media 198,9 218,7 203,8 210 
Desviación Estándar 12,37 4,637 1,061 2,828 

IC Inferior 95% 188,5 214,8 194,2 184,6 
IC Superior 95% 209,2 222,6 213,3 235,4 

7.7 Datos cuantitativos de la los conteos de neuronas marcadas con 
APP N-Terminal en la corteza motora 

Al realizar el análisis de varianza (ANOVA) de una vía de la corteza motora en la región 
supragranular, los resultados obtenidos, mostraron que existía una diferencia 
significativa entre los diferentes tratamientos a los que se sometieron a los grupos del 
experimento (valor de p < 0,0001), siendo muy notorio la disminución en el número de 
células marcadas para APP en los grupos que recibieron progesterona. 

Al analizar los datos cuantitativos de los resultados de los conteos celulares de la 
marcación inmunohistoquímica para NeuN, utilizando la prueba Post Hoc de Tukey,121 
(ver Fig. 15) se encontró que en las capas supragranulares de la corteza motora la 
marcación con APP N-Terminal, existía una diferencia significativa (valor de p de 
0,0006) entre el grupo de Control más Progesterona y el que recibió el TCE más 
Progesterona (Mean diff -15; intervalo de confianza -23,45 a -6,553). Para la 
comparación entre el grupo de TCE y TCE más Progesterona también se encontró una 
diferencia significativa (valor de p de < 0,0023; Mean diff 20,54 intervalo de confianza 
7,187 a -33,9). También, se encontró una diferencia significativa entre el grupo de 
Control y TCE más progesterona (valor de p de < 0,0016; Mean diff 21,29; intervalo de 
confianza 7,937 a 34,65). Se encontraron diferencias significativas entre los grupos 
TCE y Control más Progesterona (valor de p de < 0,0001; Mean diff 35,54 intervalo de 
confianza 22,19 a 48,9). Para finalizar, existe una diferencia significativa entre el grupo 
Control y el grupo Control más Progesterona (valor de p de < 0,0001; Mean diff 36,29 
intervalo de confianza 22,94 a 49,65). Por otra parte, no se encontraron diferencias 
significativas al revisar la comparación entre el grupos de Control y el grupo de TCE 
(valor de p de < 0,9992; Mean diff 0,75 intervalo de confianza 16,14 a 17,64). 

 

 

  



 

 

 

Tabla 11 Análisis de varianza APP N-Terminal corteza motora supragranular 
Fuente de 
Variación 

SS DF MS F(DF, DFd) 

Intergrupal 1158 3 386,1 F (3, 16) = 2,981 

Intragrupo 2073 16 129,5  

Total 3231 19   

Ilustración 13 Análisis post hoc APP N-Terminal corteza motora supragranular 



 

*Valor de P = 0,00626 

Tabla 12 Estadística descriptiva APP N-Terminal corteza motora supragranular 
 Control TCE Control + Prog. TCE + Prog. 

Media 94,21 79,21 114,8 115,5 
Desviación Estándar 5,381 5,676 10,25 4,95 

IC Inferior 95% 89,71 74,46 22,63 71,03 
IC Superior 95% 98,71 83,95 206,9 160 

En la región infragranular, de la corteza motora los resultados para la marcación con 
APP N-Terminal de la ANOVA de una vía mostraron que también existía una diferencia 
significativa entre los diferentes tratamientos de los grupos del experimento, (valor de p 
< 0,00626), siendo aún más notoria la diferencia para el grupo de Control más 
Progesterona al compararse con los otros grupos. 

Al analizar los datos cuantitativos de los resultados de los conteos celulares de la 
marcación inmunohistoquímica para NeuN, utilizando la prueba Post Hoc definida (ver 
Fig. 14) no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los grupos que 
fueron evaluados. Control más Progesterona versus TCE más Progesterona (valor de p 
de = 0,1312; Mean diff -13,29 intervalo de confianza -29,57 a 2,98). TCE versus TCE 
más Progesterona (valor de p de = 0,3789; Mean diff -14,88 intervalo de confianza -
40,62 a 10,8). Control versus TCE más Progesterona (valor de p de = 0,1285; Mean diff 
-21,13 intervalo de confianza –46,87 a 4,61). TCE versus Control más Progesterona 
(valor de p de = 0,998; Mean diff -1,583 intervalo de confianza –27,33 a 24,1). Control 
versus Control más Progesterona (valor de p de = 0,8198; Mean diff –7,833 intervalo de 
confianza –--33,58 a 17,9). Control versus TCE (valor de p de = 0,9454; Mean diff -6,25 
intervalo de confianza –38,58 a 17,9). 

  



 

 

 

  

Ilustración 14 Análisis post hoc APP N-Terminal corteza motora láminas infragranulares 



 

Tabla 13 Análisis de varianza APP N-Terminal corteza motora infraragranular 
Fuente de 
Variación 

SS DF MS F(DF, DFd) 

Intergrupal 163,7 3 54,56 F (3, 16) = 1,582 

Intragrupo 551,8 16 34,49  

Total 715,5 19   

Valor de p < 0,2328 

Tabla 14 Estadística descriptiva NeuN corteza motora región infragranular 

 

7.8 Datos cuantitativos de la los conteos de neuronas marcadas con 
APP N-Terminal en la corteza sensitiva 

Para el caso de la corteza sensitiva en las láminas supragranulares, el análisis de 
varianza (ANOVA) de una vía, los resultados obtenidos, evidenciaron que no existía 
una diferencia significativa entre los diferentes tratamientos a los que se sometieron a 
los grupos del experimento (valor de p < 0,2328). 

Al analizar los datos cuantitativos de los resultados de los conteos celulares de la 
marcación inmunohistoquímica para APP N-Terminal, utilizando la prueba Post Hoc 
definida (ver Fig. 17) no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los 
grupos que fueron evaluados. Control más Progesterona versus TCE más Progesterona 
(valor de p de < 0,3145; Mean diff 5,25 intervalo de confianza -3,151 a 13,6). TCE 
versus TCE más Progesterona (valor de p de = 0,5068; Mean diff -6,583 intervalo de 

 Control TCE Control + 
Prog. TCE + Prog. 

Media 82,17 87,42 88,75 89 

Desviación 
Estándar 6,782 5,531 1,768 3,536 

IC Inferior 95% 76,5 82,79 72,87 57,23 

IC Superior 95% 87,84 92,04 104,6 120,8 



 

confianza -6,699 a 19,8). Control versus TCE más Progesterona (valor de p de = 0,476; 
Mean diff 6,833 intervalo de confianza –6,449 a 20,1). TCE versus Control más 
Progesterona (valor de p de = 0,9914; Mean diff -1,333 intervalo de confianza –11,95 a 
14,6). Control versus Control más Progesterona (valor de p de = 0,9858; Mean diff –
1,583 intervalo de confianza –11,7 a 14,8). Control versus TCE (valor de p de > 0,9999; 
Mean diff -6,25 intervalo de confianza –-38,58 a 17,9). 

 

 

  

Ilustración 15 Análisis post hoc APP N-Terminal corteza sensitiva infragranular 



 

Tabla 15 Análisis de varianza APP N-Terminal corteza sensitiva supragranular 
Fuente de 
Variación 

SS DF MS F(DF, DFd) 

Intergrupal 163,7 3 54,56 F (3, 16) = 1,582 

Intragrupo 551,8 16 34,49  

Total 715,5 19   

Valor de p < 0,2328 

 

Tabla 16 Estadística descriptiva APP corteza sensitiva región supragranular 
 Control TCE Control + Prog. TCE + Prog. 

Media 82,17 87,42 88,75 89 
Desviación Estándar 6,782 5,531 1,768 3,536 

IC Inferior 95% 76,5 82,79 72,87 57,23 
IC Superior 95% 87,84 92,04 104,6 120,8 

 

En la corteza sensitiva de la región infragranular, los resultados de la ANOVA de una 
vía los datos demostraron que existía una diferencia significativa entre los diferentes 
tratamientos de los grupos del experimento, (valor de p < 0,0014), siendo aún más 
notoria la diferencia entre el los grupos de Control y TCE, al ser comparados con los 
grupos TCE más Progesterona y Control más Progesterona. 

Al correr la prueba Post Hoc (ver Fig. 18) se encontró que en las capas infragranulares 
de la corteza sensitiva existe una diferencia significativa entre el grupo que de TCE más 
Progesterona y TCE (valor de p de = 0,0073; Mean diff 17,44 intervalo de confianza 
4,92 a 30,78). También se encontraron diferencias significativas entre el grupo Control 
más Progesterona y el grupo TCE (valor de p de = 0,0239; Mean diff 14,94 intervalo de 
confianza 1,592 a 28,28). En la comparación entre el grupo Control más Progesterona y 
TCE (valor de p de = 0,0114; Mean diff 16,5 intervalo de confianza 3,155 a 28,85). Se 
evidenció además diferencias significativas entre el el grupo Control y el grupo Control 
más Progesterona (valor de p de = 0,037; Mean diff 14 intervalo de confianza 0,6547 a 
27,35). 



 

Al realizar el análisis de la comparación entre el grupo TCE más Progesterona y el 
grupo Control más Progesterona, no se evidenció que existiera diferencia significativa 
(valor de p de = 0,9997; Mean diff 0,9375 intervalo de confianza 7,503 a 9,378). 
Tampoco se encontró que existiera diferencia significativa entre el grupo TCE y el grupo 
Control (valor de p de = 0,9985; Mean diff 0,9375 intervalo de confianza -19,38 a 14,38). 

 

 

 

Tabla 17 Análisis post hoc APP N-Terminal corteza sensitiva infragranular 



 

  



 

Tabla 18 Análisis de varianza APP N-Terminal corteza sensitiva infragranular 
Fuente de 
Variación 

SS DF MS F(DF, DFd) 

Intergrupal 800,4 3 266,8 F (3, 16) = 8,416 

Intragrupo 507,2 16 31,7  

Total 1308 19   

*Valor de p 0,0014 

 

Tabla 19 Estadísitica descriptiva APP N-Terminal corteza sensitiva infragranular 
 Control TCE Control + Prog. TCE + Prog. 

Media 80,94 80 63,5 66 

Desviación Estándar 5,05 6,747 1,414 2,828 

IC Inferior 95% 76,72 74,36 50,79 40,59 

IC Superior 95% 85,16 85,64 76,21 91,41 

 

 

 

 

 

  



 

8 Discusión 

8.1 Modelo de lesión y cultivos organotípicos 

El TCE es una de las entidades más elusivas a la hora de tratar de entender su 
fisiopatología, esto puede deberse a la diversidad de factores implicados en la génesis 
de las lesiones, la enorme complejidad de las múltiples vías de señalización celular 
implicadas y aspectos mas complejos previos al trauma, tales como la reserva cerebral 
y la reserva cognitiva, dos factores que se relacionan directamente con el desenlace 
final de un TCE.122 En la actualidad incluso se están planteando nuevos acercamientos 
a los pacientes que permitan por lo menos predecir el comportamiento de las lesiones, 
según una serie de marcadores séricos, con el fin de tratar de dilucidar los fenómenos 
que ocurren y poder tener un pronóstico de la evolución de la lesión.123 

Desde el 2008 el grupo de estudio de trauma del centro de estudios cerebrales, ha 
venido trabajando en el reconociemiento de las alteraciones morfológicas, patrones de 
respuesta neuronal, evaluación de marcadores celulares relacionados con el trauma 
craneoencefálico y en el análisis temporal del comportamiento celular utilizando 
modelos de cultivos celulares organotípicos. Hasta la fecha se ha logrado la 
estandarización de las técnicas, la valoración del modelo y se fijaron los parámetros 
básicos a a partir de los cuales se pueden desarrollar medidas neuroprotectoras que  es 
el propósito del presente trabajo. 

Con todos los datos obtenidos por el grupo, se consideró que era el momento de 
realizar la validación del modelo de cultivo organotípico como una estrategia para 
validar nuevos fármacos candidatos a convertirse en medicamentos neuroprotectores. 

La búsqueda actual de estrategias de tratamientos encaminados a disminuir la 
magnitud de las lesiones derivadas del TCE, no ha dado buenos resultados hasta la 
fecha. Casi todos los enfoques que se han probado en los modelos experimentales, han 
arrojado resultados ambiguos y que no son concluyentes.124  

El desarrollo de nuevos fármacos para el tratamiento de la lesión primaria y secundaria 
del TCE, presenta graves problemas en el diseño de los experimentos necesarios para 
probar las moléculas candidatas a medicamentos neuroprotectores, pues no se han 
logrado obtener un modelo que reproduzca de manera adecuada los fenómenos que 
ocurren en el tejido cerebral durante la lesión y en las etapas posteriores a ésta, pues 
carecen del entorno celular adecuado y las interacciones entre los diferentes tipos 
celulares del tejido cerebral y la citoarquitectura propia de la zona.  

  



 

Tabla 20 Trabajos realizados con la técnica de  
cultivos celulares organotípicos en TCE por el CEC 

Año Título Trabajo realizado 

2008 

Progresión temporal de los 
cambios agudos de la cito y 
dendroarquitectura en tajadas de 
neocorteza derivada de 
contunsión cerebral de humano1 

En este trabajo se implementó la cámara de cultivo celular 
y se pudo evidenciar la vitalidad de las neuronas 
obtenidas de tejido humano proveniente de craniectomía 
descompresiva, encontrando la posibilidad de intentar 
manipulaciones sobre el tejido y generar un modelo in 
vitro para el estudio de la biología molecular del TCE y el 
ensayo de terapias de neuroprotección 

2013 

Viabilidad de modelo organotípico 
agudo de corteza cerebral de rata 
con trauma craneoencefálico por 
función mitocondrial 

Se realizó la validación del modelo al comprobar la 
vitalidad de las neuronas de las tajadas de cerebro de rata 
que fueron utilizadas en el cultivo organotípico y se pudo 
determinar que el porcentaje de supervivencia de las 
células disociadas de la corteza frontal de rata para las 
cuatro horas de cultivo mediante un ensayo de función 
mitocondrial 

2014 

Evaluación de las alteraciones 
generadas en el tejido nervioso 
posterior a un trauma 
craneoencefálico difuso de 
severidad moderada moderado125 

En este trabajo, se utilizó la metodología del cultivo 
organotípico como una estrategia para determinar la 
fisiología de la lesión secundaria que se produce tras el 
TCE generado en un modelo animal utilizando la 
metodología descrita por Marmarou para lesión axonal 
difusa por TCE, además de las alteraciones morfológicas 
que se presentan en las neuronas, la citoarquítectura y 
demás variables que se presentaron en diferentes tiempos 
de cultivo celular 

2014 

Evaluación de los niveles de 
caspasa 3 activa en cultivo 
organotípico agudo de tajadas 
cerebrales de rata derivadas de un 
modelo de trauma 
craneoencefálico difuso 
moderado126 

Una vez fueron establecidos los parámetros del modelo de 
cultivo organotípico y fue validada la vitalidad de las 
neuronas, este trabajo de investigación se centró en la 
verificación de marcadores celulares específicos de 
apoptosis, obteniendo datos útiles de la fisiología de la 
lesión secundaria que se produce tras el trauma 
craneoencefálico que permitieron comparar los datos 
obtenidos con los que fueron obtenidos mediante otras 
técnicas y se encuentran descritos en la literatura 

2015 

Cultivo organotípico agudo de 
cerebro de rata para la evaluación 
temporal y cuantitativa de la 
proteína precursora amiloide en 
trauma craneoencefálico127 

En este trabajo de terminaron de establecer los 
marcadores celulares más específicos de la lesión, 
encontrando cuál es el mejor momento tras el TCE 
(realizado según la metodología descrita por Marmarou), 
para realizar los cultivos celulares y encontrar un equilibrio 
entre la vitalidad del tejido y la expresión de los 
marcadores de lesión neuronal. 

 

  



 

Por otra parte, los biomodelos usados habitualmente, presentan una serie de variables 
farmacocinéticas específicas de cada especie animal seleccionada, que pueden alterar 
drásticamente los resultados obtenidos de los experimentos, de manera que es muy 
difícil determinar el efecto real que va a tener esta sustancia en los ensayos clínicos 
futuros. 

Uno de los problemas más grandes a los cuales se enfrenta la investigación y 
desarrollo de fármacos neuroprotectores que tengan la capacidad de mejorar el 
pronóstico de los pacientes que sufran un trauma craneoencefálico, consiste en que en 
la mayoría de los casos los hallazgos preclínicos y de los modelos animales no se 
correlacionan con los datos de los estudios clínicos de tercera fase que se realizan para 
validar los resultados. Recientemente se publicaron los resultados del Neuroprotective 
Agent, Progesterone, in Severe Traumatic Brain Injury (SYNAPSE) un estudio clínico 
multicéntrico aleatorizado controlado con placebo, realizado en 21 países, en donde se 
evaluó la efectividad de la progesterona como un agente neuroprotector para el TCE 
severo. Las conclusiones del estudio muestran que la progesterona no tuvo ningún 
impacto sobre el pronóstico de los pacientes con TCE. Estos datos contrastan con toda 
una serie de evidencias preclínicas acumuladas hasta la fecha. Otro estudio clínico de 
tercera fase que también evaluó el efecto de la progesterona, el Progesterone for the 
Treatment of Traumatic Brain Injury ProTECT III, tampoco encontró ningún beneficio en 
el pronóstico de los pacientes y concluye que es necesario tener diferentes 
acercamientos en la investigación como son nuevos diseños experimentales de 
modelos de lesión, más y mejores estudios preclínicos,  estudios farmacocinéticos de 
fase II y unos mejores criterios de inclusión y de exclusión en la fase clínica, con el fin 
de poder reducir la heterogeneidad del evento. Además los autores manifiestan que el 
éxito de pasar de la fase preclínica al diseño de nuevos fármacos efectivos, puede 
requerir la creación de nuevos paradigmas en el estudio del trauma craneoencefálico, 
incluidos nuevos métodos de ensayos clínicos, ensayos clínicos de fase temprana para 
identificar las dosis efectivas de los fármacos, buscar resultados más específicos 
basados en el mecanismo de la lesión y rigurosos ensayos multicéntricos preclínicos 
que permitan hacer predicciones más precisas sobre los resultados.102 

En el presente trabajo, la evaluación directa de los tejidos con las diferentes 
marcaciones mostró  diferencias en la forma de expresión de la lesión celular entre las 
diferentes láminas de la corteza observadas, evidenciando que el TCE es un proceso 
que no afecta de manera homogénea a todo el encéfalo. Hace poco tiempo se publicó 
un artículo en el que se reportaba el uso de un modelo de impacto cortical mediante el 
uso de un percutor neumático. 128  Lo llamativo de este trabajo fue que cuando 
modificaron el momento angular del impacto sobre la corteza frontal y el vector de la 
fuerza aplicada, de manera que la trayectoria siguiera diferentes ángulos, encontraron 
diferencias significativas, en la cuantificación de los marcadores de muerte celular, 
siendo mayores en la región M1 de la corteza y en la región CA3 del hipocampo, con 
activación de microglías y procesos relacionados con la neurogénesis, demostrando así 



 

que la magnitud de las lesiones relacionadas con el TCE tienen una variación 
importante en las diferentes zonas del encéfalo en relación directa con los vectores en 
los cuales se ejercen las fuerzas que generan la lesión.  

Otro estudio realizado con el mismo sistema de TCE focalizado por un percutor 
neumático, analizó la respuesta de la microglía utilizando PCR en tiempo real y un 
análisis de imagenología con resonancia magnética, se encontró que el estrés 
rotacional que se genera con el TCE sobre el encéfalo, era suficiente para producir 
activación de la glías en respuesta a las lesiones del tejido.129 

 Es por esto que el modelo de trauma craneoencefálico y la valoración del cultivo celular 
organotípico, cobran importancia, pues se consolidan como una estrategia efectiva para 
lograr una homogenización de las características de la lesión, en un ambiente donde se 
están tomando en cuenta las diferentes poblaciones celulares y la citoarquitectura, a 
diferencia de lo que ocurre en los modelos de cultivos celulares donde únicamente se 
puede apreciar el efecto sobre una población neuronal específica sin las interacciones 
intercelulares ni la conectividad de las mismas; además, permite la evaluación en un 
ambiente controlado y conocido en el cual se puede observar de manera directa el 
efecto de múltiples intervenciones y pueden ser verificadas mediante el uso de los 
marcadores celulares específicos que se conocen en la actualidad, tal como se pudo 
comprobar en este trabajo de investigación. 

El cultivo celular organotípico, permitió un acercamiento a los fenómenos que se están 
presentando en el TCE. Pero el valor de esta clase de estudios, consiste en la 
capacidad de aislar el fenómeno de otras variables propias de los biomodelos, como 
son las variaciones en la absorción, el metabolismo específico de cada especie para 
cada una de los fármacos candidatos y los problemas de distribución que se presentan 
para que las sustancias puedan atravesar la barrera hematoencefálica y llegar al 
sistema nervioso central.  

Este trabajo de investigación presenta algunas diferencias con los resultados obtenidos 
en el trabajo de Riascos y cols. en 2008,  porque las muestras de tejidos humanos 
cultivadas, eran obtenidas a partir de pacientes que presentaban un trauma 
craneoencefálico severo, con una alta probabilidad de lesiones focales y/o contusiones. 
Estas muestras según lo descrito en la publicación.1 ya mostraban signos de un alto 
deterioro relacionado con la mecánica del trauma y el procedimiento quirúrgico al cual 
fueron sometidos los pacientes; de manera que el modelo de TCE y el cultivo celular 
organotípico de corteza cerebral de roedor, se posiciona como una herramienta muy útil 
dentro de los elementos de evaluación de los fármacos candidatos a medicamentos 
neuroprotectores, pues logra estandarizar todas estas variables, permitiendo identificar 
el efecto farmacológico directo sobre las diferentes dianas terapéuticas de manera 
independiente a otros factores distractores.  



 

8.2 Efecto neuroptotector de la progesterona 

La progesterona es una hormona que normalmente es sintetizada por las gónadas, la 
placenta y las glándulas adrenales, pero también puede ser generada dentro del 
encéfalo, con acciones precisas como neuroesteroide; allí puede ser metabolizada a 
sus metabolitos más activos 5αDH-progesterona y alopregnanolona de hecho, la gran 
mayoría de los efectos neuroprotectores que se le reconocen a la progesterona, se 
deben realmente a estas dos moléculas.98 

Desde hace tiempo, es conocido que la administración exógena de la progesterona, 
tiene un efecto neuroprotector importante en varios modelos animales de 
neurodegeneración, lesiones medulares, TCE bien sea focalizado o difuso e isquemia 
global y focalizada. Los estudios experimentales realizados en modelos de TCE, han 
mostrado diferentes mecanismos por lo cuales la progesterona, puede ejercer su efecto 
neuroprotector. Por ejemplo, la administración de Progesterona después del TCE, ha 
demostrado que reduce el edema vasogénico citotóxico,130 un fenómeno que puede ser 
explicado por que la progesterona tiene la capacidad de modular la expresión del canal 
de Acuaporina 4.131 Evidencia proveniente de otros estudios ha establecido que la 
progesterona tiene influencia positiva en la transcripción de genes antiapoptóticos, 
como Bcl-2, mientras que puede disminuir la expresión de genes que codifican para 
diversos factores proapoptóticos como BAX, BAD y Caspasa 3 activada.132,133 También 
se ha implicado como un mecanismo de neuroprotección a la inhibición del receptor 
sigma 1 por parte de la progesterona,134 así como a una serie de efectos antioxidantes 
que se manifiestan en la reducción de la peroxidación lipídica que se presenta después 
de un TCE.135 

Es por esto que se seleccionó a la progesterona como el fármaco para probar en el 
modelo de cultivo organotípico, pues la efectividad de la misma, no se limitaría a una 
solo mecanismo de acción, sino que presenta la oportunidad de cubrir varios frentes de 
manera simultanea, obviando las limitaciones farmacocinéticas que se presentan en la 
administración a los diferentes biomodelos, tal como se ha discutido previamente. 

En el presente trabajo, se pudo evidenciar el efecto neuroprotector de la progesterona, 
en la corteza cerebral de la rata, al ser llevada al cultivo cerebral organotípico, un 
fenómeno que fue particularmente notorio en la marcación para NeuN en la corteza 
motora, tanto en las láminas supragranulares, como en las infragranulares. Es de 
resaltar que este fenómeno no se presentó en la corteza sensorial, donde si bien en las 
láminas supragranulares fue claro el efecto de la progesterona al comparar al grupo de 
TCE más Progesterona contra el grupo Control, no se pudo constatar este efecto para 
las otras comparaciones o en las láminas infragranulares.  

Al revisar los datos obtenidos del análisis estadístico, se pudo encontrar una constante 
en todos las áreas de la corteza que fueron comparadas y consistió en que para todos 



 

los grupos evaluados (laminas supragranulares de la corteza motora,  laminas 
infragranulares de la corteza motora (laminas supragranulares de la corteza sensitiva, 
laminas infragranulares de la corteza sensitiva), los conteos del número de células con 
una marcación más próxima a lo normal para NeuN, fue mayor en el grupo que recibió 
el tratamiento con progesterona, siendo más marcado este efecto, en el grupo que no 
recibió el TCE, encontrando que se percibía una mayor definición de los somas de las 
neuronas y una mayor intensidad en la imagen, mostrando el citoplasma más claro, y 
una mayor definición de la dendrita apical con un núcleo bien definido.  

En el análisis realizado de los grupos de experimentación utilizando el marcador para 
APP N-Terminal, se encontró una marcada diferencia entre los grupos para las láminas 
supragranulares de la corteza motora, notando una reducción importante en los niveles 
de este marcador para los grupos que recibieron el tratamiento con progesterona. Este 
dato fue estadísticamente significativo al comparar el grupo TCE y el grupo TCE más 
Progesterona (valor de p < 0,05) y con mejores resultados para la comparación entre el 
grupo TCE y Control más Progesterona (valor de p < 0,001).  

Dentro del análisis cualitativo, resalta la presencia de la marcación más intensa en las 
láminas infragranulares en la zona de transición entre IV y V. Hay que recordar que a 
pesar de que no fue estudiado en el presente trabajo, algunas de las funciones que han 
sido descritas para la APP, se podrían relacionar con la formación de nuevas snápsis136 
y más importante para esta discusión, con los procesos de reparación axonal en casos 
de lesión axonal.137 De hecho, se han publicando modelos de análisis de la expresión 
de la APP como marcadores de lesión axonal, en la valoración de las lesiones que se 
presentan en el TCE,138 algo de gran utilidad en el análisis forense.139 

Es probable que lo observado en la intensidad de la marcación axonal entre las láminas 
supragranulares e infragranulares, se deba a que estas ultimas son las que proyectan 
sus axones fuera de la corteza y por tanto son más susceptibles de presentar lesiones 
por cizallamiento asociadas a los diferentes vectores de aceleración que se presentan 
en el TCE difuso en función de las diferentes masas y densidades que tienen las 
diferentes estructuras del encéfalo, tal como se ha mencionado antes.54,66,68 

De los hallazgos previos de nuestro grupo de investigación,127,125 se conoce que el 
procedimiento del cultivo celular organotípico es en si mismo un factor que afecta la 
viabilidad de las neuronas que se encuentran en las tajadas agudas del cerebro de rata 
en la medida que va pasando el tiempo de cultivo. De manera que encontrar que entre 
todos los grupos evaluados, aquellos que tuvieron el tratamiento con progesterona 
presentaran cifras más altas en el conteo celular (una observación que fue positiva en 
todos las cortezas que fueron evaluadas), en cierta medida valida la efectividad del 
modelo de cultivo organotípico como una estrategia para evaluar a nuevos fármacos 
candidatos de convertirse en medicamentos neuroprotectores. 



 

En el modelo de TCE difuso de Marmarou, trabajado por el grupo de investigación, la 
lesión cerebral se produce por una aceleración angular que produce un vector de 
fuerzas centrípetas que alteran de manera diferencial al encéfalo de acuerdo a la masa 
y la densidad de cada zona, alterando de manera diferente la citoarquítectura y 
produciendo un patrón de lesiones heterogéneo. Teniendo esto en cuenta, el modelo de 
cultivo celular organotípico, se constituye como una nueva herramienta que permite 
estudiar las diferencias en las respuestas del tejido cerebral ante el TCE y la relación de 
estas con diversos factores externos, como el ángulo del vector de la fuerza que 
determina el trauma, el efecto que tiene el momento angular y la aceleración sobre las 
diferentes densidades de los tejidos. 

Los hallazgos del presente estudio permiten determinar que el modelo del cultivo celular 
organotípico de tajadas agudas de cerebro de roedor, es una herramienta útil para el 
análisis de fármacos candidatos a medicamentos neuroprotectores. El modelo permite 
aislar las variables farmacocinéticas que pueden alterar los resultados obtenidos de los 
ensayos animales, optimizando los recursos y reduciendo el número de los biomodelos 
utilizados. Permite estudiar las diferencias regionales que se presentan en las 
diferentes áreas del cerebro ante el trauma, pudiendo determinar diferentes tipos y 
magnitudes de las lesiones cerebrales, así como la presencia de efectos selectivos de 
los fármacos sobre áreas específicas del encéfalo, algo que no es posible de realizar 
con los cultivos celulares tradicionales. 

Las limitaciones de este trabajo, se presentan en los ajustes de los tiempos de cultivo, 
pues las lesiones neuronales son procesos que no culminan en el momento del TCE, 
sino que son dinámicos en el tiempo. De manera que por una parte se debe calcular 
muy bien el tiempo de exposición de la sustancia que se está analizando, sin olvidar 
que en la medida que transcurre el cultivo, se están perdiendo células del tejido 
cerebral. 

En esta ocasión, solamente se analizaron neuronas utilizando dos marcadores que 
permitieran verificar dos fenómenos relativamente conocidos como son la muerte 
neuronal por la lesión secundaria y la lesión axonal difusa. A futuro, se podrían analizar 
otros tipos celulares, con diferentes marcadores que permitan identificar, otros aspectos 
relacionados con el TCE y las diferentes respuestas de cada una de las estructuras 
dentro del encéfalo. 

Debido a la alta prevalencia del TCE y el impacto que tiene sobre la sociedad, se hace 
necesario continuar con el desarrollo de nuevas metodologías, pues en la actualidad el 
desarrollo de nuevos medicamentos que puedan mitigar las lesiones secundarias, es 
casi nulo. Fue muy desalentador observar el fracaso de los estudios clínicos realizados 
con la progesterona que fueron publicados durante el desarrollo de este trabajo de 
investigación, pero puso en evidencia la necesidad de la creación de nuevos 
acercamientos al estudio del TCE como el del presente trabajo, que permitan un 



 

entendimiento mejor de los fenómenos que se están presentando en el tejido nervioso y 
se puedan entender mejor los fenómenos en unas condiciones bien controladas, sin 
que estas se alejen de la realidad del fenómeno que se presenta en el mundo real, para 
de esta manera lograr una mejor articulación con los investigadores clínicos que se 
evalúen los nuevos medicamentos en el futuro, pudiendo determinar variables 
importantes en el diseño del ensayo clínico como son los tiempos de exposición a los 
fármacos candidatos, el mejor momento para la administración después del evento, las 
mejores concentraciones de los principios activos in situ y de esta manera ser más 
eficientes en la investigación de nuevos medicamentos y ofrecer más seguridad a los 
pacientes participantes del estudio. 

 

 

 

  



 

9 Conclusiones 

• El modelo de lesión por TCE y el cultivo organotípico de corteza cerebral 
de roedor, en conjunto constituyen una herramienta efectiva para la 
investigación y el desarrollo de nuevas terapias efectivas para la 
neuroprotección. 

• El análisis de los datos obtenidos mediante la técnica de exclusión celular 
con azul de tripán, permite validar el cultivo celular organotípico, pues 
muestra que las células de la muestra se encuentran vivas en un 60% 
para el control y un 50% para las ratas que reciben el trauma, que además 
mantienen su citoarquítectura, conectividad y función para permitir las 
diferentes intervenciones farmacológicas requeridas durante la 
investigación. 

• Mediante el análisis estadístico se confirmó la consistencia del modelo 
utilizado en esta investigación (modelo de TCE sumado a cultivo 
organotípico) y su superioridad frente otras técnicas de cultivo celular, 
pues tiene la capacidad de aislar múltiples variables distractoras de los 
efectos farmacológicos que se quieren observar.  

• Se confrimó que el efecto protector descrito de la progesterona se 
conserva en el modelo de cultivo celular organotípico y esta molécula 
puede ser utliizada como un patrón de referencia y control para nuevas 
iniciativas de desarrollo de nuevas terapias, encontrando que el grupo que 
recibió el tratamiento con progesterona preserva mejor las características 
morfológicas típicas de las neuronas viables para ambas marcaciones. 

• El modelo de cultivo celular organotípico, permitió además confirmar que 
el TCE es un fenómeno que no se comporta de manera homogenea en el 
cerebro y se constituye como una herramienta útil en el análisis de las 
diferentes respuestas de los tejidos a las lesiones. 

  



 

10 Anexos 

10.1 Protocolo de anestesia 

Las ratas fueron anestesiadas mediante inhalación de Isoflurano al 4% en una cámara 
de anestesia, a 0,3 L/min O2 y una presión positiva de 10 – 15 cm de H2O durante un 
periodo de 5 – 7 minutos. (Figura 26) Posterior a esto, el animal fue retirado de la 
cámara de anestesia y con el suministro constante de Isoflurano a través de una 
máscara tubular en el hocico bajo respiración espontánea, se realizó la incisión en 
escalpo a nivel de la línea media entre bregma y lambda, exponiendo el cráneo para la 
adhesión del disco metálico. 

Posterior a la lesión experimental, los animales permanecieron en la caja de anestesia, 
con iguales condiciones iniciales pero con un suministro de Isoflurano al 2%, durante un 
periodo de 15 minutos aproximadamente. Durante los 5 minutos siguientes, y con 
administración de Isoflurano vía máscara, se suturó la incisión. 

10.2  Protocolo de modelo de lesión 

Posterior al periodo de anestesia, se practicó una incisión en la línea media del escalpo 
seguido de una elevación periostal para exponer el área central de la bóveda craneal 
entre las suturas coronal y lambdoidea. En ésta área se fijó con adhesivo de 
cianoacrilato el disco metálico. Luego y de manera muy rápida, se retiró la máscara de 
gases y se colocó la rata boca abajo en la espuma de tal manera que el disco metálico 
quedara centrado con el borde inferior del tubo por el que se dejó caer la pesa y una 
vez impactado el disco metálico, se procedió a retirar rápida y cuidadosamente la rata 
para evitar un segundo golpe.  

Este procedimiento de impacto con suspensión de anestesia no tuvo una duración 
mayor a 15 segundos. Subsecuente a esto, se trasladó la rata de nuevo a la cámara de 
anestesia para brindarle mantenimiento anestésico. Finalizado este periodo, se sacó la 
rata de la cámara de anestesia y, administrándole los gases vía mascara, le fue retirado 
el disco metálico y se suturó la incisión con 3-4 puntos separados de seda 3/000, 
después de lo cual se le trasladó a su jaula para permitirle la recuperación de la 
anestesia.  

El periodo de recuperación duró en promedio 10 minutos, tiempo después del cual las 
ratas despertaron completamente. El tiempo total de monitoreo post-lesión fue de 
aproximadamente 40 minutos: 20 minutos en la etapa de mantenimiento anestésico, 10 



 

minutos en el periodo de recuperación de la anestesia, y 10 minutos de valoración 
cualitativa motora una vez las ratas despertaron completamente.  

Finalmente las ratas fueron trasladadas al Bioterio de la Universidad del Valle donde se 
mantuvieron por 48 y 72 horas hasta la extracción de los cerebros. 

10.3  Protocolo de viabilidad celular 

Transcurrido el tiempo de cultivo, y teniendo en cuenta la identificación de las muestras 
entre cultivado y no cultivado, se procedió a la disociación de las células cerebrales, 
cada bloque de tejido cerebral (aproximadamente 100 mg) se trasladó a una caja de 
Petri y cuidadosamente se extrajo la corteza cerebral del corte coronal del tejido 
mediante el uso de un escarpelo, luego se picó en trozos pequeños de menos de 1 mm 
de diámetro, con hojas de afeitar. Inmediatamente, las piezas de tejido se soplaron con 
cuidado dentro y fuera de una pipeta de 1 mL de 5 – 7 veces, con el fin de desprender 
las células del tejido, se incubó en 1 mL de Hank’s Balanced Salt Solution 1X (GIBCO® 
HBSS) a pH 7,4 con tripsina al 0,025% (p/v) a 37°C durante 30 min. Al finalizar el 
tiempo de incubación, se adicionó 10 mL de HBSS para detener la reacción de la 
tripsina. Para el conteo, se tomaron 100 µl de la suspensión obtenida y se mezcló con 
900 µl de Azul de Tripán al 0,4% en solución de NaCl al 0,85% (Lonza Biowhitaker), se 
mezcló bien y se incubó por 3 minutos (tiempos muy largos de exposición al colorante 
pueden hacer que las células vivas acaben por captar también éste). 

Se adicionó al hematocitómetro, 10 µl de la solución celular con azul de tripan y se 
cubrió la muestra con un cubreobjetos. El recuento se realizó teniendo en cuenta las 
células que estaban en los recuadros divididos en 16 cuadrículas (A, B, C y D) del 
hematocitómetro y se tuvo en cuenta tanto las células blancas (vivas) como las azules 
(muertas); descartando aquellas que no estuviesen dentro de la cuadrícula de conteo. 
Todos los conteos para cada una de las muestras se realizaron por duplicado. 

10.4 Protocolo de inmunohistoquímica 

Los cortes se procesaron de manera seriada para Inmunohistoquímica en tejido flotante 
contra los anticuerpos descritos, usando la técnica de avidina/biotina anti-ratón y anti-
conejo (Kit ABC Vectastain – Elite PK mouse y rabbit IgG, Vector Laboratories®) y 
revelado con diaminobencidina contrastado con níquel (Peroxidase Substrate Kit; DAB 
SK-4100), bajo condiciones estándar de laboratorio; el protocolo se describe a 
continuación: Los tejidos se lavaron 3 veces por 10 minutos cada vez en PBS 1X; luego 
se incubaron por 15 minutos a Temperatura ambiente en solución para bloqueo de 
peroxidasas endógenas (metanol al 30% y peróxido de hidrógeno al 0,3% en agua 



 

destilada) seguido de 3 lavados por 5 minutos cada vez en PBS 1X. Por 40 minutos se 
incubaron a Temperatura ambiente en suero de bloqueo (con suero normal de caballo o 
de cabra) al 1.5% y Triton X-100 al 0,5% en PBS 1X. Posteriormente, las secciones se 
incubaron durante 18-24 horas con el anticuerpo primario en una solución de suero de 
bloqueo al 1,5% y tritón al 0,5% a 4 grados Celsius. Finalizado este paso se hicieron de 
3 lavados por 5 minutos cada vez en PBS 1X. Los tejidos se expusieron por 40 minutos 
a incubación en Biotina y, posteriormente, lavados con PBS 1X 3 veces por cinco 
minutos cada uno, a lo cual siguió incubación en Avidina, también durante 40 minutos. 
Terminado este proceso, los tejidos se lavaron nuevamente con PBS 1X y se les 
adicionó una solución que contenía Diaminobencidina al 4%, peróxido de hidrógeno al 
2% y níquel al 2% en PBS 1X durante diferentes tiempos de reacción según el 
anticuerpo primario utilizado. El tejido se lavó nuevamente con PBS 1X durante 3 veces 
para bloquear la reacción de la diaminobencidina y se montó en placas revestidas con 
gelatina. Las placas se dejaron secando hasta el día siguiente y los tejidos se cubrieron 
con un medio de montaje (Fisher Permount Mounting Media) y se pusieron laminillas. 
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