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RESUMEN  

La lesión traumática de la médula espinal (LTME) daña irreversiblemente el tejido 

nervioso, provocando pérdida de movimiento y sensibilidad. Inicia con un impacto 

mecánico que deriva en daño secundario. En este, la respuesta inflamatoria 

conduce a la muerte de las células nerviosas. La regulación de la respuesta 

inflamatoria por efecto de la dapsona permite considerarla como una estrategia 

neuroprotectora que ha sido eficaz en modelos animales de isquemia/reperfusión. 

  

Se evaluó el efecto anti-inflamatorio de la dapsona en el modelo de LTME por 

contusión en ratas Wistar hembras con base en la infiltración de neutrófilos y 

macrófagos así como de la actividad de la enzima MPO en ratas. Se produjo daño 

con el equipo NYU-Impactor y 3 ó 5 horas después de la LTME se les administró 

una dosis única de 12.5, 25 ó 37.5 mg/kg de dapsona o del vehículo por vía 

intraperitoneal. Los animales fueron sacrificados 24 horas después de la LTME. La 

cuantificación de las células infiltradas y de MPO presente en el epicentro de la 

lesión se realizó por citometría de flujo. Se realizó el ensayo de actividad 

enzimática de MPO y su localización así como de las células en el tejido fue 

determinada por microscopia.  

 

Los grupos tratados con 25 mg/kg de dapsona 3 ó 5 horas después de LTME 

mostraron reducción significativa del 80% y 74%, respectivamente, en la cantidad 

de neutrófilos infiltrados, así como en los grupos tratados con 37.5 mg/kg de 

dapsona a 3 ó 5 horas, con reducciones del 63% y 77%, respectivamente. Se 

observó una reducción significativa del 51% en el número de macrófagos 

infiltrados al administrar 37.5 mg/kg del fármaco 3 horas después de la LTME. 25 

mg/kg del fármaco redujeron los valores de intensidad media de fluorescencia de 

MPO presente de 29.61±4.754 a 9.636 ±1.945 unidades 3 horas después de la 

LTME. Los resultados indican que el tratamiento con dapsona tiene efecto 

regulador de la quimiotáxis de estas células en los estadios tempranos de la 

inflamación después de la LTME de modo que se puede evitar un daño mayor al 

tejido medular y con ello aumentar la recuperación sensitiva y motora. 
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ABSTRACT 

Spinal cord injury (SCI) damages irreversibly nerve tissue causes dysfunction of 

the cord, with loss of sensory and motor function distal to the point of injury. Upon 

initial impact or injury, there is immediate mechanical damage that produces a 

secondary damage. In this, inflammatory response leads to the death of nerve 

cells. Inflammatory response regulation by effect of dapsone allows considered it 

as a neuroprotective strategy has been effective in animal models of 

ischemia/reperfusion.  

  

Anti-inflammatory effect of dapsone was evaluated in SCI contusion model in 

female Wistar rats based on neutrophils and macrophages recruitment as well as 

MPO enzyme activity. Damage was caused with NYU- Impactor device and 3 or 5 

hours after SCI were administered a single dose of 12.5, 25 or 37.5 mg/kg of 

dapsone or vehicle intraperitoneally. Animals were killed 24 hours after SCI. 

Recruited cells and MPO at the epicenter of the lesion was performed by flow 

cytometry. MPO enzymatic activity assay was realized and its location as well as 

the cells in the tissue was determined by microscopy. 

 

Groups treated with 25 mg/kg of dapsone 3 or 5 hours after SCI showed significant 

reduction of 80 % and 74%, respectively in the number of infiltrated neutrophils, as 

well as in the groups treated with 37.5 mg/kg of dapsone 3 or 5 hours, with 

reductions of 63% and 77 %, respectively. A significant reduction of 51% was 

observed in the number of infiltrated macrophages by administration with 37.5 

mg/kg of the drug 3 hours after the SCI. 25 mg/kg of the drug reduced MPO 

fluoresce intensity values of 29.61 ± present 4754-9636 ± 1.945 units 3 hours after 

the SCI. 

 

Results indicate treatment with dapsone has regulatory effect on chemotaxis of 

these cells in the early stages of inflammation after the SCI. It could be useful to 

prevent further damage to spinal cord tissue and thereby increase the sensory and 

motor recovery. 
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EVALUACIÓN DEL EFECTO ANTI-INFLAMATORIO DE LA DAPSONA EN UN 

MODELO DE LESIÓN TRAUMÁTICA DE LA MÉDULA ESPINAL EN RATAS 

 

Introducción 

 

La lesión traumática de la médula espinal (LTME) es considerada un problema de 

salud debido al daño irreversible que se genera sobre la función sensitiva y 

motora, así como sobre la autonomía e independencia en los pacientes que la 

padecen, ya que afecta -en mayor medida- a la población económicamente activa.  

 

Una vez producido el trauma mecánico se desencadenan los mecanismos 

autodestructivos característicos del daño secundario. Debido a la complejidad de 

la fisiopatología de la LTME se han investigado y desarrollado múltiples 

alternativas terapéuticas y de rehabilitación. Sin embargo no hay una que ofrezca 

una acción terapéutica eficaz.  

 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto anti-inflamatorio de la dapsona en 

base a la cuantificación de neutrófilos, macrófagos y de mieloperoxidasa (MPO) 

presentes en el tejido medular lesionado de rata, ya que el mecanismo de acción 

del fármaco está relacionado con la inhibición de la migración de neutrófilos,  este 

ha sido utilizado en el tratamiento de enfermedades dérmicas caracterizadas por 

la acumulación de neutrófilos; además, ha mostrado efectos terapéuticos 

prometedores tanto en modelos animales de isquemia/reperfusión, como en 

pacientes, por lo cual este fármaco podría representar una alternativa terapéutica 

a las ya existentes para el tratamiento de la LTME. 
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Antecedentes  
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1. 1 La médula espinal  

Es una estructura blanda que reside en el interior de la columna vertebral y es la 

encargada de la conexión entre el cerebro y el resto del organismo y donde 

residen las funciones de locomoción y sensibilidad. Los huesos de la columna 

vertebral están alineados uno tras otro y se encuentran unidos por discos de 

cartílago semi-rígido. Las vértebras se organizan de acuerdo con su ubicación a lo 

largo de la espina dorsal: 

 Vértebras cervicales (7): situadas en el cuello 

 Vértebras dorsales (12): unidas a la caja torácica 

 Vértebras lumbares (5): parte inferior de la espalda 

 Vértebras sacras (5): área de la cadera 

 Vértebras coccígeas (4 fusionadas):cóccix 

 

La médula espinal (ME) está dividida en dos zonas denominadas sustancia blanca 

y sustancia gris. La sustancia gris es la zona central de la médula en forma de “H” 

y en esta residen las neuronas motoras que controlan el movimiento y las que 

reciben las señales sensitivas. Rodeando a la sustancia gris se encuentra la 

sustancia blanca, compuesta por conductos largos de fibras nerviosas 

constituidas, a su vez, por axones recubiertos de mielina, una sustancia aislante 

que permite la transmisión de las señales eléctricas (figura 1). La ME también está 

organizada en segmentos, donde los nervios raquídeos salen para conectarse con 

regiones específicas del cuerpo:  

 

 Nervios raquídeos cervicales (C1 a C8): controlan las señales que van a la 

parte de atrás de la cabeza, al cuello, los hombros, los brazos, las manos y 

al diafragma. 

 Nervios raquídeos dorsales (T1 a T12): controlan las señales que van a los 

músculos torácicos, a los músculos bajos de la espalda y a las partes bajas 

del abdomen. 
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 Nervios raquídeos lumbares (L1 a L5): controlan las señales que van a 

partes inferiores del abdomen y la espalda, a los glúteos, a algunas partes 

de los órganos genitales externos y a algunas zonas de las piernas. 

 Nervios raquídeos sacros (S1 a S5): controlan las señales que van a los 

muslos y a la parte inferior de las piernas, a los pies, a la mayoría de los 

órganos genitales externos y al área alrededor del ano. 

 Nervio coccígeo: transmite la información sensitiva proveniente de la piel de 

la región inferior de la espalda. 

 

 
 

Figura 1. La médula espinal. a) Posición de los nervios raquídeos y ubicación de los segmentos cervicales, 

torácico lumbares, coccígeos y sacro, así como la proporción de sustancia blanca y gris de cada segmento. b) 

Corte transversal de una médula espinal de rata, donde se aprecia la sustancia gris (en forma de “H”) y la 

sustancia blanca que la recubre (tinción hematoxilina y eosina, 25X). c) Corte longitudinal de médula de rata 

(IHQ de MPO, 25X). (Tomado de www.imaios.com. b y c). Cortesía del Laboratorio de Patología y del 

Departamento de Neuroquímica del INNNMVS). 

 

Para pasar entre las vértebras, los axones que conectan la ME con los músculos y 

el resto del cuerpo se agrupan en 31 pares de nervios raquídeos en los que cada 

par tiene una raíz sensitiva y una raíz motora  las cuales realizan las conexiones al 

interior de la sustancia gris.  
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La ME está cubierta por las meninges, cuyas capas se conforman por la 

duramadre o capa exterior; la aracnoides o capa intermedia y la piamadre, que da 

soporte y protección a la sustancia blanca y constituye la capa más interna (figura 

2).  

 

 
Figura 2. Corte transversal de la anatomía de la médula espinal. 

 

1.2 Morfología celular del sistema nervioso 

El sistema nervioso (SN) está formado por el sistema nervioso central (SNC) y 

sistema nervioso periférico (SNP), cuya función en conjunto es el envío de la 

información desde el cerebro al resto del organismo y viceversa.  

 

1.2.1 Neuronas 

Las neuronas constituyen la unidad elemental de procesamiento y transmisión de 

información en el SN, las cuales constan de soma y dendritas, que actúan como 

estructuras de conexión y recepción de los estímulos electroquímicos. El axón es 

una prolongación filamentosa que conduce los impulsos nerviosos desde el soma 

a otra célula nerviosa, lo que las capacita para comunicarse entre ellas. En el 

extremo de esta estructura se encuentran los botones terminales, los cuales 

secretan neurotransmisores a través de la sinapsis cuando un potencial de acción 

viaja por el axón (Brady y cols., 2012). 
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El axón se encuentra recubierto por vainas de mielina (constituidas por 80% de 

lípidos y 20% de proteínas) que forman una capa gruesa alrededor del axón y que 

permiten la transmisión de los impulsos eléctricos gracias a su efecto como 

aislante electroquímico. Los nodos de Ranvier son regiones no cubiertas de 

mielina en el axón, cuya función es acelerar la conducción del impulso nervioso a 

través de estos, mediante el “salto” de estos de un nodo a otro (Brady y cols., 

2012). 

 

1.2.2 Células de Schwann  

Dan soporte y recubren a los axones del SNP a través de la secreción de mielina 

para formar la estructura de la vaina. También forman conductos que guían el 

crecimiento o la regeneración axonal después de una lesión (Brady y cols., 2012).  

 

1.2.3 Oligodendrocitos 

Se localizan en el SNC y son los encargados de producir la vaina de mielina a 

través de las prolongaciones que se enrollan alrededor de un segmento del axón, 

y al hacerlo va produciendo varias capas de mielina que lo recubren (Brady y cols., 

2012). Estas células son susceptibles a los efectos de la lesión aguda después de 

LTME, sufriendo procesos de necrosis y apoptosis aguda que continua hasta el 

punto crónico. La pérdida de oligodendrocitos causa desmielinización y disfunción 

de los axones sobrevivientes (Almad y cols., 2011).  

 

1.2.4 Astrocitos 

Son células encargadas del metabolismo cerebral, influyen en el entorno de las 

neuronas para modular la función sináptica y desempeñan un importante papel en 

la homeóstasis del SN. Están divididos en astrocitos protoplásmicos y astrocitos 

fibrosos. Los primeros se encuentran en la materia gris y los segundos en la 

sustancia blanca. Los dos tipos celulares tienen filamentos intermedios gliales que 

contienen proteína ácida fibrilar (GFAP).  
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No son células excitables, pero tienen un efecto regulador de los potenciales de 

membrana, lo que les permite amortiguar el potasio (K+) extracelular, sobre todo, 

después de una lesión (Leis y cols., 2005), así como el pH en el cerebro y los 

niveles de sodio (Na+) (Deitmer y Rose, 2010). Otras funciones complementarias 

de estas células son la regulación del flujo sanguíneo hacia el cerebro, así como la 

disponibilidad de glucosa y lactato para el mantenimiento del metabolismo 

neuronal (Brady y cols., 2012). Los astrocitos expresan tanto receptores 

metabotrópicos de glutamato como transportadores del mismo, los cuales son 

responsables de la captación de glutamato, aumentando la posibilidad de daño 

neuronal (Sattler y Rothstein, 2006). Lo anterior, debido a la elevación prolongada 

de los niveles extracelulares del neurotransmisor glutamato que puede conducir a 

la excitotoxicidad por sobreactivación de los receptores a glutamato y a la 

excesiva entrada de calcio (Ca2+) a las neuronas.  

 

1.2.5 Microglía 

Son células con morfología estrellada que representan entre el 10 y el 20% del 

número total de células en el SNC y cuya función principal es la de servir como 

modulador del sistema inmunitario (Brady y cols., 2012) ya que se activan en 

respuesta a estímulos nocivos, liberando mediadores proinflamatorios, como 

especies reactivas de oxígeno (ERO) y enzimas pro-inflamatorias, así como   

sintetizando citocinas y quimiocinas. Entre estos eventos se encuentran los 

traumatismos encefálicos y los de la ME, isquemia o hipoxia del miocardio, 

infecciones, respuesta a contaminantes del aire como el ozono y las partículas en 

el aire o a diversos agentes neurotóxicos y las funciones celulares no reguladas de 

origen genético (Block y Calderón- Garcidueñas, 2009). 

 

1.2.6 Células ependimales 

Conforman una estructura ciliada situada dentro de la cavidad ventricular que 

juega un papel importante en el desarrollo y mantenimiento del SN (Del Bigio, 

2010).   
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Algunas de las funciones más relevantes de las células ependimales son el 

soporte de la neurogénesis en la zona subventricular, así como el balance de 

fluidos del cerebro y la ME. La fuerte unión entre las células ependimales es un 

componente eficaz de la barrera de líquido cefalorraquídeo del cerebro (Brady y 

cols., 2012).  

 

 
Figura 3. Células del sistema nervioso. Se muestra la citoarquitectura y la interacción entre las neuronas, 

astrocitos, microglía, oligodendrocitos y las células ependimales que conforman el tejido nervioso (Tomado de 

www.tipsmedicina.tumblr.com). 

 

1.2.7 Barrera hematoencefálica  

El medio interno del SNC se encuentra aislado de la circulación sanguínea 

periférica por medio de la barrera hematoencefálica (BHE) que proporciona una 

permeabilidad muy restringida del endotelio vascular del SNC al paso de 

sustancias que viajan en el plasma, de modo que no todas las moléculas que 

circulan por el torrente sanguíneo pueden atravesarlo libremente, sino que deben 

hacerlo a través de sistemas de transporte específicos y altamente regulados 

(Figura 4). La conformación de la BHE está dada por las células endoteliales (CE) 

que forman las paredes de los vasos sanguíneos (Abbott y cols., 2010).  
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Al unirse estas entre sí, forman uniones estrechas que evitan la interacción directa 

entre la circulación sistémica y el espacio extracelular del SN. Adicionalmente, las 

CE están revestidas por las estructuras perivasculares de los astrocitos, cuyas 

prolongaciones citoplasmáticas aplanadas se encuentran separadas del endotelio 

únicamente por la lámina basal. En la BHE no existen fenestraciones, estructuras 

que funcionan como poros transmembranales que regulan el paso de las 

moléculas a través de la célula. Por otro lado, la lámina basal ocupa el espacio 

pericapilar entre el endotelio y los pies perivasculares, aunque esta lámina se 

presenta en doble capa cuando cubre la membrana de los pericitos, células que 

presentan propiedades contráctiles (Pascual-Garvi y cols., 2004). 

 

Las uniones estrechas de la BHE son una característica clave de las CE del SNC, 

ya que reducen de manera significativa el paso de solutos polares a través de 

rutas específicas de difusión desde el plasma sanguíneo hacia los fluidos 

cerebrales extracelulares (Begley y Brightman, 2003; Wolburg y cols., 2009; 

Abbott y cols., 2010).  

 

 
Figura 4. Representación gráfica de la barrera hematoencefálica, donde se pueden observar las células 

endoteliales conectadas entre sí mediante uniones estrechas, rodeadas por el pericito y recubiertas a su vez 

por los pies perivasculares de los astrocitos (Modificado de www.creces.cl.com). 
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1.3 Lesión traumática de la médula espinal  

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

severas consecuencias que llevan a la discapacidad y a prolongados y costosos 

tratamientos de rehabilitación (Dryden y cols., 2003) y es considerada como un 

evento determinante para los individuos que la padecen, ya que desarrollan déficit 

en la locomoción, sensibilidad y autonomía (Furlan y cols., 2011). Las secuelas 

neurológicas producidas después de la lesión son frecuentes y se acompañan de 

síntomas y daños neurológicos mayores que afectan la integridad física y la 

calidad de vida de los pacientes. Debido a que la ME actúa como una vía de 

comunicación entre el cerebro y el resto del organismo, las lesiones en este tejido 

pueden tener consecuencias fisiológicas significativas (NINDS, 2005).  

 

La LTME puede ser producida por un impacto mecánico que afecta las vértebras y 

provoca un estallamiento del hueso que rasga el tejido o por una compresión de la 

ME causada por la dislocación de los discos. Este evento traumático provoca 

cambios en las conexiones nerviosas del organismo. Las lesiones pueden ocurrir a 

cualquier nivel de la ME y el segmento que resulte lesionado así como su 

gravedad determinarán qué funciones del cuerpo quedarán afectadas o se 

perderán, así como la posibilidad o no de una recuperación.  

 

El trauma mecánico provoca el rompimiento de la BHE y la inmediata destrucción 

de neuronas y la glía, seguida de un proceso isquémico, intercambio electrolítico y 

edema. Después de 15 minutos aumentan las concentraciones de glutamato como 

resultado de la lisis celular del daño inicial. También ocurre lipoperoxidación y 

producción de radicales libres (Husselbosch, 2002), así como apoptosis neuronal y 

glial. Hay invasión de células inmunes que incrementan la cantidad de citocinas y 

quimiocinas que conllevan a una respuesta neuroinflamatoria crónica que puede 

persistir durante meses (Donnelly y Popovich, 2008).  
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Figura 5. La paraplejía y cuadriplejía se manifiestan como consecuencia de la LTME; el grado y el nivel de 

pérdida de locomoción y sensibilidad en el cuerpo dependerán del nivel en que haya ocurrido el evento 

traumático (zonas en rojo). Una lesión en la zona cervical provocará afectaciones significativas en la movilidad 

de miembros superiores, así como problemas en sistema respiratorio. En cambio, una lesión en zonas más 

bajas, como la torácica o la lumbar, provocarán paraplejía (Modificado de The National SCI Statistical Center, 

2001). 

 

1.3.1 Epidemiología 

 

Además de las importantes repercusiones económicas y sociales de una LTME, 

para las cuales no hay un tratamiento terapéutico eficaz, algunos datos mostrados 

por el National Institute of Neurological Disorders and Stroke en 2012 sobre 

hechos y cifras respecto a la LTME describen los siguientes aspectos respecto a 

la incidencia: 
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 Se calcula que ocurren entre 10’000 y 12’000 LTME cada año en los 

Estados Unidos. 

 Alrededor de 250 mil personas viven con este daño en ese país.  

 El costo de los cuidados de pacientes con LTME llega a los 4 mil millones 

de dólares cada año. 

 El 38.5% de todas las lesiones de la ME son a causa de accidentes 

automovilísticos, el 24.5 % por lesiones relacionadas con actos de 

violencia, que involucran armas de fuego y cuchillos y el resto se debe a 

accidentes deportivos, práctica de deportes extremos, caídas y accidentes 

laborales. 

 El 55 % de las víctimas con LTME se encuentra entre los 16 y 30 años de 

edad al momento del accidente. 

 Más del 80 % de los pacientes con LTME son hombres. 

 

Durante el período de enero a marzo de 2004 la hemiplejía y la paraplejía fueron 

la quinta causa de consulta en el área de Medicina Física y Rehabilitación del 

Hospital General de México, con 153 casos (Hospital General de México, 2004). 

Por su parte, Bioeden reporta que en México se presentan 3600 casos de LTME 

cada año, de los cuales el 72% son personas menores de 40 años. Entre las 

causas de daño a la ME se reporta que el 50.2% son debido a caídas de forma 

accidental, el 34.5 % por choques automovilísticos y el 15% debido a agresiones 

físicas.  

 

1.3.2 Fisiopatología de la LTME  

De acuerdo con los acontecimientos que ocurren después de una LTME, este 

evento se divide en dos etapas, la primera denominada lesión primaria y 

comprende el daño mecánico o traumático que sufre la columna vertebral y que 

produce un daño inicial o primario al tejido nervioso de la ME.  
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Posteriormente se desarrolla el daño secundario, que se ha descrito como una 

cascada de eventos bioquímicos deletéreos y autodestructivos que llevan a la 

pérdida de gran cantidad de tejido sano adyacente al sitio de lesión, ésta etapa se 

presenta desde unos cuantos minutos después de ocurrida la lesión primaria y se 

extiende hasta varias semanas y meses después del trauma mecánico.  

 

1.3.2.1 Daño primario 

Es el daño inicial derivado de un traumatismo mecánico originado por la ruptura de 

las vértebras o dislocación y compresión de los discos de la columna vertebral. 

Este daño provoca de manera inmediata hemorragia y muerte celular en el sitio 

del impacto.   

 

La fase primaria de la LTME implica cuatro tipos morfológicos, como son el 

impacto con compresión persistente, impacto con compresión transitoria, tracción 

intermitente y laceración o transección (Oyinbo, 2011).  

 

El mecanismo de lesión más compresión persistente es característico en las 

fracturas con estallamiento de las vértebras y retropulsión de fragmentos de hueso 

que comprimen la ME, mientras que la lesión con compresión transitoria se 

observa en los pacientes con enfermedad degenerativa de la columna que sufren 

un trauma en hiperextensión (Dumont y cols., 2001). 

 

La tracción intermitente consiste en el estiramiento forzado de la ME en el plano 

axial y aparece cuando hay desgarre o estiramiento de la ME o de su irrigación 

sanguínea, por fuerzas secundarias a flexión, extensión, rotación o luxación. Las 

alteraciones morfológicas causadas por este tipo de daño por lo general no son 

detectables por radiografía (Dumont y cols., 2001).  
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La laceración o transección puede deberse a proyectiles de arma de fuego, luxo-

fractura con desplazamiento de fragmentos afilados o heridas con elementos 

cortantes. Este tipo de daño puede tener diversos grados de gravedad que pueden 

ir desde una lesión menor hasta la sección completa (Dumont y cols., 2001).  

 

El daño morfológico en la médula no solo consiste en la destrucción inmediata de 

células residentes, sino que también suele provocar un daño retardado y la muerte 

a las células que sobrevivieron al trauma original (Oyinbo, 2011), causando 

alteraciones en la funcionalidad y comunicación neuronal resultante del daño 

producido durante la fase secundaria de la LTME.  

 

1.3.2.2 Daño secundario 

Posterior al trauma mecánico, da inicio una serie de eventos fisiopatológicos como 

son: alteraciones vasculares, estrés oxidativo, excitotoxicidad, respuesta 

inflamatoria y apoptosis que están involucrados en el desarrollo del daño 

secundario. Estas alteraciones bioquímicas hacen que el daño se extienda al 

tejido adyacente, llevando a la pérdida de la función neurológica de forma 

irreversible por lo que los esfuerzos terapéuticos para retardar o revertir el 

progreso de la lesión se basan en la inhibición de los mecanismos celulares 

autodestructivos que se dan después del trauma inicial debido, en parte, a la 

ruptura de los vasos sanguíneos y de la BHE (Patel y cols., 2009). 

 

La BHE se encarga de aislar al SNC de la circulación sanguínea y evitar que las 

células del tejido sanguíneo penetren en él, pero la ruptura después de LTME 

permite el libre tránsito de las células del sistema inmune al tejido nervioso. A 

partir de este evento, se desarrollan otros procesos bioquímicos que traen como 

consecuencia la pérdida de tejido y disminución de la función nerviosa por debajo 

del sitio de lesión.  
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Los cambios vasculares también juegan un papel importante en la evolución del 

daño (Casella y cols., 2002; Patel y cols., 2009). En las etapas tempranas ocurre 

un proceso isquémico en la microcirculación sanguínea, generando la pérdida de 

la regulación iónica, lo que lleva al choque medular durante las primeras 24 horas 

después del daño (Hulsebosch, 2002), dándose así una falla generalizada en la 

neurotransmisión adyacente. 

 

Los sistemas nervioso, inmunológico y vascular están involucrados en cada fase; 

diversos grupos de células como la microglía, neutrófilos, macrófagos, linfocitos, 

células endoteliales, así como de moléculas que incluyen a las prostaglandinas, 

los leucotrienos y los tromboxanos,  están presentes en la médula o son 

reclutados al lugar de la lesión desde el sistema circulatorio (Liverman y cols., 

2005; Oyinbo, 2011). Otros eventos que se presentan como consecuencia del 

daño secundario son la hipotensión sistémica, el shock espinal, vasoespasmos, 

isquemia, membrana comprometida, alteraciones en la homeostasis iónica y 

acumulación de neurotransmisores (NINDS, 2005). 

 

1.3.2.2.1 Trastornos vasculares locales  

Los pacientes con LTME muestran hemorragias graves que predominan en la 

sustancia gris, lo que lleva a la necrosis hemorrágica en el sitio de la lesión 

(Sekhon y Fehlings, 2001). Las hemorragias pueden promover la isquemia 

(Wallace y cols., 1986), implicada en la formación de un edema local (Tator y 

Koyanagi, 1997), o puede producirse una trombosis a través de la agregación 

plaquetaria (Nemecek, 1978; Torre, 1981). La isquemia y la reperfusión inducen 

daño endotelial y están mediadas a través de los radicales libres y otros 

subproductos tóxicos (Cuzzocrea y cols., 2001).  

 

1.3.2.2.2 Incremento del calcio intracelular  

Otro evento clave que se observa en lesión secundaria es un excesivo incremento 

en las concentraciones de iones calcio (Ca2+) en el interior de la célula. El Ca2+ 

intracelular se incrementa durante la lesión aguda y continúa durante horas y 
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hasta semanas después del evento traumático (Liverman y cols., 2005). La 

entrada de Ca2+ a favor de su gradiente de concentración (figura 6) puede resultar 

en daño mitocondrial, activación de enzimas, cambios en la expresión génica y 

apoptosis (Simon y cols., 2009).  

 

El incremento en las concentraciones de Ca2+ intracelular se da por diversas vías. 

En los primeros minutos de ocurrida la lesión existe un proceso isquémico en el 

cual los trastornos vasculares provocan una falla energética en la mitocondria, 

provocando una alteración en la producción de adenosín trifosfato (ATP), por lo 

que las enzimas dependientes de energía (como la sodio/potasio ATPasa) no 

pueden realizar el intercambio de sodio y potasio en contra de su gradiente 

electroquímico (Brady y cols., 2012). 

 

Este desequilibrio energético despolariza la membrana celular, abriendo canales 

de Ca2+ dependientes de voltaje y permitiendo el ingreso de este ion a favor de 

gradiente hacia el interior de la célula. Por otro lado, esta señal activa los 

mecanismos que inducen rutas de daño, como el estrés oxidativo y la respuesta 

inflamatoria (descritas más adelante), durante los cuales se produce diacilglicerol 

(DAG)   e inositol trifosfato (IP3); este último, al unirse a su receptor en el retículo 

endoplásmico, abre el canal de Ca2+ correspondiente para liberar este ion de los 

depósitos intracelulares (Brady y cols., 2012). 

 

1.3.2.2.3 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo en las etapas tempranas de la LTME genera excesiva 

formación de especies reactivas de oxígeno (ERO) y de nitrógeno (ERN) (Azbill y 

cols., 1997; Xiong y cols., 2007) que no pueden ser contrarrestadas por las 

defensas antioxidantes del organismo. Estas especies causan peroxidación 

lipídica así como daño oxidativo de las proteínas y ácidos nucleicos (Xu y cols., 

2005) que contribuyen a la lisis celular e inducen daños importantes a nivel de 

citoesqueleto y organelos, lo que conduce a la pérdida neuronal (Oyinbo, 2011).  
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En la peroxidación lipídica, los radicales libres extraen un electrón de un ácido 

graso poliinsaturado, dando como resultado la formación de un radical peroxilo 

que es inestable y que requiere de un electrón del ácido graso contiguo, iniciando 

la etapa de propagación que conduce a desestabilidad de la membrana y por 

consecuencia, a la muerte celular. El daño oxidativo altera la función mitocondrial 

(Sullivan y cols., 2007) y contribuye al incremento de Ca2+ intracelular que activa 

proteasas asociadas a la disfunción de la estructura de las proteínas del 

citoesqueleto (Xiong y cols., 2007). 

 

1.3.2.2.4 Excitotoxicidad por glutamato 

El glutamato, principal neurotransmisor excitador del SNC, se libera en grandes 

concentraciones después de una LTME, distribuyéndose en el espacio extracelular 

alrededor del sitio de la lesión (McAdoo y cols., 1999) y aumentando los niveles de 

este en los espacios sinápticos que se encuentran en el sitio del daño. Dicho 

neurotransmisor se une a sus múltiples receptores, entre ellos los asociados a 

canales iónicos, activándolos y permitiendo la entrada de Ca2+ y Na+ al citosol 

(figura 6), (Tintiger y cols., 2008). 

 

Las neuronas y oligodendrocitos son vulnerables a la excitotoxicidad que produce 

el glutamato porque expresan una mayor cantidad de receptores para este 

neurotransmisor, lo que resulta en la desmielinización de los axones y la pérdida 

de neuronas alrededor del sitio de la lesión, lo que lleva a una reducción o cese de 

la transmisión axonal, contribuyendo con ello al déficit motor y sensitivo (Oyinbo, 

2011). 
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Figura 6. Mecanismos que contribuyen al daño neuronal. Durante el proceso de isquemia/reperfusión después 

de LTME se desencadena la respuesta inflamatoria y la excitotoxicidad por glutamato. DAG: diacilgricerol, 

G:Proteína G, GluR: receptor de glutamato tipo ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico 

(AMPA)/Kainato, H2O2: Peróxido de hidrógeno, IP3: Inositol 1,4,5-trifosfato, mGluR: receptor metabotrópico de 

glutamato, NMDA-R: receptor N-metil-D-aspartato, NO: óxido nítrico, O2-: radical superóxido, PIP2: 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, PKC: proteína cinasa C, PL: fosfolípidos, PLA2: fosfolipasa A2, PLC: fosfolipasa 

C, VSCC: canal Ca2+ dependiente de voltaje. (Modificado de Brady y cols., 2011).  

 

1.3.2.2.5 Respuesta inflamatoria  

La respuesta inflamatoria inicia en las primeras horas después del daño y persiste 

durante varias semanas después del trauma (Fehlings y Nguyen, 2010). Esta 

respuesta involucra la secreción de mediadores inflamatorios y moléculas con 

actividad quimioatrayente que recluta cuatro principales tipos de células del 

sistema inmune que son: los neutrófilos, los monocitos, la microglia y los linfocitos 

T (Schnell y cols., 1999; Bareyre y Schwab, 2003). Como se verá más adelante, 

esta respuesta juega un papel importante en el desarrollo de la lesión secundaria. 
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1.3.2.2.6 Muerte celular por apoptosis 

Es un proceso de muerte celular programada regulado por estímulos inductores de 

las células, que surgen desde el medio que las rodea. La apoptosis se caracteriza 

por la condensación del citoplasma y el núcleo y por el rompimiento del ADN, 

formando cuerpos apoptóticos (Gluckman, 1992). A continuación se inicia una 

cascada de señalización intracelular, que activa las caspasas, cuyo blanco son las 

proteínas nucleares del citoesqueleto y que producen fragmentación celular. Esta 

cascada apoptótica en una LTME se activa en las neuronas, oligodendrocitos, 

microglía y astrocitos (Liu y cols., 1997; Beattie y cols., 2000). La lesión 

secundaria continua por procesos de apoptosis en la substancia blanca rostral y 

caudal durante varias semanas después de la LTME (Casha y cols., 2001; 

Grossman y cols., 2001). 

 

1.3.2.2.7 Desmielinización de los axones sobrevivientes 

Este evento se desarrolla como consecuencia de la excitotoxicidad inducida por el 

glutamato y es exacerbado por la apoptosis, el ataque de radicales libres y los 

procesos mediados por citocinas pro-inflamatorias. La desmielinización se genera 

principalmente por la pérdida de oligodendrocitos, que se dañan en el epicentro de 

la lesión pocas horas después del trauma inicial. Con la pérdida de la mielina, los 

axones están directamente expuestos a los efectos nocivos de los radicales libres 

y de las citocinas inflamatorias, lo cual conduce a la pérdida neuronal a través de 

necrosis y/o apoptosis. La desmielinización da lugar al bloqueo de la conducción 

de los impulsos nerviosos y con ello a la disfunción nerviosa con importantes 

repercusiones sobre las funciones motoras, sensitivas y autonómicas (Oyinbo, 

2011).  

 

1.3.3 Respuesta inflamatoria en LTME  

Existen dos etapas dentro de la respuesta inflamatoria: la inflamación aguda que 

se define como la respuesta  inmediata producida al inicio de una lesión cuando la 

BHE se ve comprometida, y los componentes sanguíneos periféricos tienen libre 

acceso al SNC (Taupin, 2008).  
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Esta etapa es de corta duración e involucra el reclutamiento de neutrófilos y 

macrófagos hacia el sitio de lesión, así como la producción de citocinas pro-

inflamatorias y quimioatrayentes de las CE del tejido dañado (Carlson y cols., 

1998). Generalmente esta respuesta, es benéfica al neutralizar las amenazas 

potenciales para el SN, al disminuir el daño celular (Skaper, 2007).  

 

No obstante lo anterior, una respuesta neuroinflamatoria crónica puede ser 

perjudicial y conducir a daño neuronal y neurodegeneración a través de la 

acumulación sostenida de mediadores pro-inflamatorios neurotóxicos (Wyss-

Corray y Mucke, 2002; Biron, 2010), lo cual provoca la muerte de las células en el 

SN, de modo que el crecimiento axonal se ve disminuido. Por ello, se requiere un 

manejo terapéutico dirigido para obtener un beneficio que contrarreste estos 

efectos (Rossignol y cols., 2007). 

 

Paralelamente, el evento traumático que afecta la vasculatura y la irrigación 

sanguínea normal dentro de la ME, desencadena procesos de 

isquemia/reperfusión (Brady y cols., 2012), así como una reducción del suministro 

de oxígeno (hipoxia) que contribuye al daño neuronal, debido a que la activación 

de la bomba de iones y la mayor liberación de glutamato inciden negativamente 

sobre la integridad celular y aumentan la demanda metabólica celular en el tejido 

dañado (Heiss, 2010).  

 

El proceso isquémico provoca falla energética en la mitocondria y altera la 

producción de ATP (moneda energética celular generada de la fosforilación 

oxidativa en la cadena transportadora de electrones al interior de la mitocondria), 

por lo que las enzimas dependientes de energía (como la sodio/potasio ATPasa) 

no pueden realizar el intercambio de Na+ y K+ en contra de su gradiente 

electroquímico (Brady y cols., 2012). Este desequilibrio energético despolariza la 

membrana celular, abre canales de Ca2+ dependientes de voltaje y permite el 

ingreso de este ion a favor de gradiente hacia el interior de la célula.  
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Cabe resaltar que la mitocondria no sólo genera energía celular y participa 

activamente en la señalización del Ca2+, sino que también regula la apoptosis 

(DiMauro y Schon, 2003). Aunado a lo anterior, la reducción del oxígeno molecular 

en la cadena transportadora de electrones puede resultar en la generación de 

ERO. Normalmente las células están dotadas de mecanismos que compensan la 

producción de ERO. Sin embargo, cuando estos mecanismos antioxidantes son 

rebasados, la acumulación excesiva de estos agentes oxidantes induce estrés 

oxidativo que inicia la señalización de las rutas de inflamación (Patten y cols., 

2010). La generación de ERO durante el proceso isquémico puede provenir del 

transporte de electrones mitocondrial y del ácido araquidónico (AA); así, la 

producción mitocondrial de estos agentes provoca un incremento y alteraciones en 

la actividad de la cadena transportadora de electrones. El pico máximo de 

secreción puede incrementarse debido a la elevada concentración de Ca2+ 

intracelular y a la exposición a moléculas que causan alteraciones en la membrana 

mitocondrial así como inhibición de la respiración celular. 

 

El mecanismo inflamatorio se inicia cuando el glutamato se une al receptor 

metabotrópico de glutamato (mGluR) acoplado a proteína G y activa la fosfolipasa 

C (PLC) e hidroliza fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en diacilgricerol (DAG) e 

inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y liberando el Ca2+ localizado en las vesículas de 

almacenamiento del retículo endoplásmico. A su vez, el Ca2+ citosólico  activa a 

fosfolipasa A2 (PLA2), enzima que cataliza la obtención de AA a partir de las 

moléculas fosfolipídicas provenientes de la membrana celular y que es movilizada 

a través de la ruta oxidativa de la 5-lipo-oxigenasa (Tintiger y cols., 2008) para ser 

convertido por las enzimas lipo-oxigenasa (LOX) y ciclo-oxigenasa (COX) en 

leucotrienos (LT), prostaglandinas y tromboxanos, que poseen características 

inflamatorias como el LTB4 y el LTC4, los cuales inducen la quimiotaxis de 

leucocitos hacia las células endoteliales que han sido dañadas (Xu y cols., 1990; 

Hall y cols., 2012). En particular, el LTB4 es un lípido endógeno con una gran 

actividad quimioatrayente que potencia la migración de los neutrófilos hacia el sitio 

de la lesión (Chen y cols., 2006). 
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1.3.4 Neutrófilos  

Los neutrófilos son los leucocitos polimorfonucleares más abundantes en el 

organismo y juegan un papel importante en la respuesta inmune innata. Estas 

células son activadas y reclutadas desde el sistema circulatorio hacia sitios 

dañados mediante estímulos inflamatorios generados por patógenos microbianos 

o por interacción de estas con patrones de reconocimiento de moléculas presentes 

en células vecinas, como las CE (Tintiger y cols., 2008), que expresan moléculas 

de adhesión en sus membranas para guiar a los neutrófilos al sitio de lesión 

(Liverman y cols., 2005).  

 

Después de LTME, los neutrófilos son las primeras células en ser reclutadas al 

sitio dañado donde liberan citocinas proinflamatorias, quimiocinas y enzimas 

proteolíticas, así como ERO. Estas sustancias citotóxicas estimulan la respuesta 

inflamatoria que conduce a la degradación de mielina así como a la necrosis y a la 

apoptosis, lo que contribuye a incrementar el tamaño de la lesión y el subsecuente 

deterioro de la función neuronal (Kubota y cols., 2012).  

 

 

 
 

Figura 7. La activación de los neutrófilos por quimioatrayentes como péptidos formilados, leucotrieno B4 

(LTB4), factor de activador de plaquetas e interleucina 8 (IL-8) incrementa las concentraciones de Ca2+ en el 

citosol con la generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) y la liberación de proteasas, 

metaloproteínasas (MMP’s) y mediadores lipídicos. El daño tisular está asociado a la expresión de estos 

agentes citotóxicos (Modificado de Tintiger y cols., 2008). 
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La activación de los neutrófilos resulta en dos tipos de metabolismo oxidativo, 

como la secreción extracelular de O2- y la producción intracelular de radicales 

libres (Suda y cols., 2005). La migración de neutrófilos hacia los sitios de 

inflamación es un paso crucial en la defensa, ya que el daño tisular inflamatorio 

está asociado con la acumulación de estas células (Leite y cols., 2009).  

 

1.3.5 Macrófagos 

 Otras células inflamatorias que actúan después de la LTME y provocan daño al 

tejido circundante al epicentro de la lesión son los macrófagos -que derivan de los 

monocitos de la médula ósea- y la microglia residente activada (Fleming y cols., 

2006). Los monocitos/macrófagos se infiltran 24 horas después de la LTME 

(Carlson y cols., 1998), el pico máximo de reclutamiento se alcanza de 4 a 7 días 

(Beck y cols., 2010; Lee y cols., 2011) y permanecen en el tejido durante semanas 

y hasta meses (Popovich y cols., 1997; Carlson y cols., 1998). La microglía 

residente se activa en minutos y hasta horas después de la LTME y ejerce su 

actividad fagocítica (Popovich y cols., 2003). Los macrófagos que invaden 

rápidamente la zona de la lesión para fagocitar los restos de tejido han sido 

relacionados con una mayor destrucción del tejido neural (Blight, 1985). 

 

La secreción de citocinas, radicales libres, eicosanoides y proteasas por 

neutrófilos y macrófagos activados pueden causar toxicidad neuronal (Bao y Liu, 

2002; Donelly y Popovich, 2008). En un modelo de daño medular por compresión, 

se ha demostrado que la presencia de neutrófilos y macrófagos está relacionada 

con una deficiencia en los procesos de crecimiento axonal debido a los efectos 

perjudiciales de los agentes secretados sobre el tejido (Lacroix y cols., 2002). En 

roedores, los macrófagos contribuyen al aumento del daño por la secreción de 

citocinas pro-inflamatorias, ERO, óxido nítrico (ON) y proteasas (Popovich y cols., 

2002). Sin embargo, estas células también participan en la remoción de restos de 

tejido dañado y en la secreción de citocinas protectoras que promueven la 

recuperación neuronal, la cicatrización y la reparación tisular (Rabchevsky y Streit, 

1998; Schwartz, 2003; Fleming y cols., 2006).  
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1.3.6 Mieloperoxidasa 

La mieloperoxidasa (MPO) es una glicoproteína tetramérica constituida por 4 

subunidades formando 2 homodímeros. Cada uno de ellos contiene una 

subunidad α (pesada) de 59 kDa y una subunidad ß (ligera) de 14 kDa, 

aproximadamente. Esta enzima se encuentra en los neutrófilos y en menor grado 

en monocitos/macrófagos (Dale y cols., 2008; Klebanoff, 2005; Kubota y cols., 

2012). 

 
Figura 8. Biosíntesis de MPO madura tiene lugar mediante una serie de modificaciones post-traduccionales 

llevadas a cabo en el retículo endoplásmico y el compartimento lisosomal de los neutrófilos.  

 

El peso molecular de la enzima se estima entre 130 y 150 kDa. Las subunidades 

pesadas se unen a través de un enlace disulfuro simple y a cada una de ellas se le 

une covalentemente un grupo prostético hemo (Sibbett y Hurst, 1984). 

 

La biosíntesis de la MPO (figura 5) implica la formación de una proenzima a partir 

de una pre-proenzima (80 kDa) que sufre una ruptura del péptido señal y 

glicosilación en 5 sitios (residuos Asparagina), resultando en una especie de 92 

kDa, que es rápidamente fragmentada para generar una proteína de 89 kDa. Esta 

especie estable es localizada en el retículo endoplásmico. Posteriormente se 

inserta el grupo hemo en la apopro-MPO, volviéndose pro-MPO, la cual es 

fosforilada y finalmente es procesado proteolíticamente a MPO madura en un 

compartimiento prelisosomal.  
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Sin embargo, la enzima activa se obtiene a partir de la maduración de la 

proenzima que tiene lugar en los lisosomas del neutrófilo (Furtmer y cols., 1998).  

El mecanismo de reacción de la MPO (figura 6) se lleva a cabo mediante la 

intervención de diferentes intermediarios denominados: compuesto I, compuesto 

II, compuesto III y MPO nativa o férrica, con alta similitud en su actividad catalítica, 

así como en sus propiedades ópticas (Svensson y cols., 1987; Fukunaga y cols., 

2007). 

 

La MPO reacciona con el peróxido de hidrógeno (H2O2) proveniente de las células 

fagocitarias activadas por contacto con partículas extrañas y forma un complejo 

enzima-sustrato con una fuerte capacidad oxidativa (reacción 1). Este complejo se 

combina con el haluro, generalmente cloruro, que se oxida para formar ácido 

hipocloroso (HOCl), (reacción 2). El compuesto I puede ser reducido a compuesto 

II por un exceso de H2O2 en presencia de un agente reductor (AH2), como cisteína, 

glutatión y cisteamina (reacción 3), (Valencia, 2007). 

 

El compuesto II, a pesar de su estabilidad, puede reducirse a MPO férrica en 

presencia de un agente reductor o del radical superóxido (O2-), (reacción 4) o 

también puede oxidarse a compuesto III en concentraciones elevadas de H2O2 

reacción 5). Por otra parte la MPO nativa puede ser oxidada por el O2 a 

oximieloperoxidasa (compuesto III), (reacción 6). Además puede funcionar como 

genuina oxidasa, de tal forma que va a depender del oxígeno y no del H2O2 como 

co-sustrato para la oxidación de compuestos (Svensson, 1988). 

 

El sistema completo denominado consiste en la enzima MPO- H2O2 y cofactores 

oxidables. La MPO hospeda al hierro en su forma férrica (MPO-Fe(III)) el cual se 

oxida en presencia de H2O2, principal sustrato de las peroxidasas. Tras la 

oxidación por H2O2, la MPO es transformada en un intermediario redox de vida 

corta determinado compuesto I, el cual contiene al radical catiónico ferrilo π (MPO-

Fe(IV)=O·+π) (Everse, 1998; Kettle y cols., 1997; Laus y Baldus, 2006).  
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Figura 9. Mecanismo de acción de la MPO y sus intermediarios. AH2: agente reductor, HOCl: ácido 

hipocloroso, H2O2: peróxido de hidrógeno, MP: mieloperoxidasa, O2-: radical superóxido.  

 

El compuesto I oxida rápidamente una variedad de sustratos como haluros (Cl−, 

Br−, I−) o pseudohaluros (SCN−). Dada la abundancia de cloruros en los fluidos 

fisiológicos como el plasma, se asume que los cloruros representan el mayor 

sustrato fisiológico de la MPO (Fliss, 1988; Laus y Baldus, 2006). 

 

El HClO es un potente oxidante que es producido por esta enzima, cuyo precursor 

es el H2O2 (Tintiger y cols., 2008). El HClO causa un incremento en la 

concentración de calcio (Ca2+) intracelular por activación de canales de Ca2+ así 

como la inhibición de Ca2+ ATPasa y reduce los niveles de antioxidantes 

endógenos, como el glutatión (Kubota y cols., 2012). El incremento de la actividad 

de la MPO se ha reportado en varios procesos patológicos y está asociada con un 

aumento del riesgo al estrés oxidativo, como en el caso de las enfermedades 

infecciosas (generales o locales), las enfermedades inflamatorias (artritis 

reumatoide) y la isquemia/reperfusión donde se ha reportado un aumento 

significativo de la actividad de MPO, en relación directa al número de neutrófilos 

infiltrados en el tejido, por lo que se puede utilizar su actividad como biomarcador 

de migración leucocitaria y por lo tanto de estrés oxidativo (Komatsu y cols., 1992). 
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En el caso de la LTME, la MPO producida y secretada por los neutrófilos infiltrados 

es de vital importancia en la extensión del daño producido en la ME (Díaz-Ruíz y 

cols., 2011).  

 

1.4 Tratamiento terapéutico de la LTME 

El conocimiento de los procesos fisiopatológicos que se observan después de la 

LTME ha permitido el desarrollo de terapias neuroprotectoras que los inhiban o los 

regulen, con una ventana terapéutica que permita su aplicación en la práctica 

clínica. Estos tratamientos van dirigidos a inhibir los mecanismos de daño que 

tienen lugar en las primeras horas, los cuales se conocen como blancos 

terapéuticos y tienen la finalidad de:  

a)  Evitar que el daño inicial que se genera en el sitio de la lesión avance hacia 

el tejido adyacente sano. 

b) Inhibir o bloquear los mecanismos autodestructivos que están implicados en 

el daño secundario. 

c) Reparar las vías de comunicación entre las neuronas. 

d) Rehabilitar físicamente, a fin de desarrollar tono muscular y fuerza, sobre 

todo en los casos con pronósticos favorables de recuperación.  

 

Debido a la complejidad del daño secundario, es difícil que una terapia única 

inhiba los eventos bioquímicos que tienen lugar una vez que se ha presentado el 

trauma inicial. Se han desarrollado estrategias celulares y moleculares que 

promueven la regeneración tisular o preservan la integridad del tejido adyacente al 

sitio del trauma inicial. Uno de los blancos terapéuticos neuroprotectores 

propuestos es la regulación de las vías de señalización que inician la respuesta 

inflamatoria durante la etapa aguda de la lesión que, aunada a terapias de 

rehabilitación física, han logrado mejorar el pronóstico de recuperación de los 

pacientes.  

 

Existen fármacos que han demostrado atenuar los procesos inflamatorios que 

median el daño secundario, como la metilprednisolona que se ha administrado en 
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pacientes desde 1990 (Hall y cols., 2006). Se ha descrito  que actúa como 

atrapador de radicales libres producidos durante la lipoperoxidación como los 

peróxidos de lípidos, por lo que resulta ser un inhibidor del daño causado a las 

membranas (Hall, 1992; Koc y cols., 1999), también se sabe que es un inhibidor 

de la PLA2, por lo que reduce la respuesta inflamatoria. 

 

Sin embargo, estos efectos neuroprotectores solo se han logrado obtener cuando 

el fármaco es administrado en megadosis (30 mg/kg en un bolo inicial seguido de 

una infusión continua de 5.4 mg/kg/hora por 23 horas). Por lo anterior, se han 

presentado efectos adversos que pone en riesgo la vida de los pacientes, por lo 

que se ha cuestionado su uso ya que se ha observado que son mayores los 

riesgos que el beneficio (Matsumoto y cols., 2001; Ito y cols., 2009; Hall y cols., 

2012).  

 

Otro fármaco empleado es la minociclina, que ha sido evaluado en roedores bajo 

un esquema de administraciones repetidas. Los resultados han demostrado que la 

minociclina favorece la recuperación funcional de los animales y aumenta la 

cantidad del tejido preservado por la inhibición de la apoptosis en modelos de 

LTME y enfermedad de Huntington (Festoff y cols., 2006).  

 

Otras estrategias que se han utilizado en el tratamiento de la LTME son los 

inhibidores de la elastasa de los neutrófilos, inhibidores de la proteasa secretora 

de los leucocitos, así como agentes inmuno-moduladores (Nguyen y cols., 2012). 

Finalmente, se han probado fármacos que son inhibidores selectivos de la 

fosfodiesterasa- 4 como rolipram, roflumilast, piclamilast y pentoxifilina los cuales 

han demostrado tener efectos similares o superiores a los observados con el uso 

de metilprednisolona ya que han demostrado su capacidad para disminuir la 

respuesta inflamatoria en modelos de inflamación en intestino, dermatitis atópica, 

LTME, shock séptico, isquemia cerebral e inflamación pulmonar inducida por 

hiperoxia (Dinarello, 2010).  
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Con base en esta información y que a la fecha no se cuenta con un tratamiento 

neuroprotector eficaz que revierta los mecanismos de daño responsables del 

déficit neurológico, es necesario desarrollar nuevas estrategias neuroprotectoras. 

Tomando en cuenta este planteamiento, la dapsona puede ser un fármaco 

neuroprotector para el tratamiento de la LTME. 

 

1.4.1 Dapsona 

Es la molécula más sencilla perteneciente al grupo de las sulfonas, cuya 

estructura en común es la unión del grupo sulfuro a dos átomos de carbono (Zhu y 

Stiller, 2001).  

 
Figura 10. Estructura molecular de la dapsona (4,4-diaminodifenilsulfona). 

 

La dapsona (DDS o 4,4-diaminodifenilsulfona) ha sido uno de los fármacos de 

régimen múltiple recomendados por la Organización Mundial de la Salud para el 

tratamiento de la lepra desde 1940 (Doull, 1963; Wozel, 1989; Wolf y cols., 2000). 

 

Es absorbido rápidamente del tracto gastrointestinal, la concentración plasmática 

máxima es alcanzada de 2 a 8 horas después de la administración y el tiempo de 

vida media de eliminación es de 20 a 30 horas (Zuidema y cols., 1986; Wolf y 

cols., 2000). La dapsona se une intensamente a proteínas (70%) y es 

metabolizado por la familia de isoenzimas 3A del citocromo P-450 a hidroxilaminas 

(Watkins, 1994; Helton y cols., 2000). Se ha reportado que estos metabolitos 

causan hemólisis así como metahemoglobinemia, la cual se ha observado en 

todos los pacientes tratados con Dapsona por vía oral (Coleman, 1997; Chang y 

cols., 1996; Helton y cols., 2000).  
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En un reporte de caso publicado por Burke y colaboradores (2013) una paciente 

tratada con 200 mg diarios de dapsona durante 2 semanas fue tratada con este 

evento adverso. Después de la suspensión del tratamiento con dapsona y de un 

tratamiento de recuperación con azul de metileno, la paciente atendida recuperó 

en un 96% su saturación de oxígeno en dos días. El prolongado tratamiento con 

dapsona en enfermedades como la lepra, es causa manifiesta de 

metahemoglobinemia. Sin embargo, Fernandes-Vieira y colaboradores (2010) 

describieron que la dapsona no causa este evento de manera significativa, ya que 

incluso, pacientes sin exposición a este fármaco la mostraron. Por ello, la dapsona 

puede considerarse un fármaco seguro, con efectos terapéuticos favorecedores y 

con efectos secundarios reversibles. Algunas estrategias para aumentar la 

tolerancia hacia la dapsona incluyen la administración de antioxidantes, tal como 

la vitamina C y E, así como inhibidores del metabolismo del citocromo P-450, 

como la cimetidina (Helton y cols., 2000).  

 

Este fármaco ha sido utilizado como agente antibacterial y anti-inflamatorio, ya que 

ha tenido éxito en el tratamiento de desórdenes dérmicos, los cuales se 

caracterizan por acumulación de neutrófilos y eosinófilos; cruza la BHE y la 

barrera placentaria, y se excreta en la leche materna (Zhu y Stiller, 2001). Se ha 

mostrado que inhibe la migración de neutrófilos y la quimiotaxis mediante la 

interferencia de la activación y la función de las proteínas G que inician la cascada 

de segundos mensajeros para el estímulo quimiotáctico; esta inhibición suprime a 

su vez el reclutamiento de neutrófilos, la producción de ERO y de substancias 

tóxicas (Debol y cols., 1997).  

 

Aunado a lo anterior, se ha comprobado que la dapsona administrada en dosis 

terapéuticas, tiene la capacidad de inhibir a la MPO, ya que se une de manera 

irreversible a esta, modificando la estructura química del sitio activo (Bozeman y 

cols., 1992). La dapsona inhibe también la unión del LTB4 a su receptor en los 

neutrófilos y produce una inhibición de la respuesta quimiotáctica para este agente 

(Maloff y cols., 1988), además inhibe la síntesis de los productos de la 5-
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lipooxigenasa en los leucocitos polimorfonucleares. A través de estos 

mecanismos, se reduce la producción de prostaglandinas y leucotrienos por lo que 

su efecto inflamatorio es bloqueado (Zhu y cols., 2001).  

 

En estudios previos se demostró que la dapsona tiene efecto neuroprotector al 

contrarrestar los efectos de agonistas de los receptores para glutamato 

(Santamaría y cols., 1997), neurotransmisor implicado en el daño secundario 

generado después de una LTME (Díaz-Ruiz y cols., 2007). Otro estudio ha 

reportado el efecto neuroprotector de este fármaco en un modelo de isquemia 

cerebral en rata, donde el grupo control tuvo déficit neurológico permanente 

después de la oclusión de la arteria cerebral media, mientras que los grupos 

tratados con dapsona (9.75 o 12.5 mg/kg) mejoraron de manera significativa y 

presentaron una reducción del volumen de infarto hasta en un 93% con respecto 

al grupo control (Ríos y cols., 2004). 

 

Díaz-Ruíz y colaboradores (2007) reportaron el efecto antioxidante, anti-

inflamatorio y anti-apoptótico de la dapsona en un modelo de isquemia/ 

reperfusión (I/R) en rata (12.5 mg/kg administrada 30 min antes o después del 

evento).  Se observó que el valor de los productos de la lipoperoxidación lipídica 

en el cuerpo estriado se redujo casi a niveles basales en las ratas tratadas con 

dapsona antes y después del proceso de isquemia/reperfusión comparado con 

aquellos que no recibieron el tratamiento con el fármaco. En otro estudio también 

fue reducida la actividad de MPO, indicador indirecto de la infiltración leucocitaria y 

del proceso inflamatorio en la etapa aguda de la LTME. La cantidad de 

nitrotirosina (producida por acción de los peroxinitritos sobre los residuos de 

tirosina de las proteínas) se redujo de manera significativa en los grupos tratados 

con dapsona antes o después de I/R así como la intensidad media de 

fluorescencia para apoptosis y la actividad de las caspasas 3 y 9, mientras que en 

el grupo control hubo un incremento significativo de estos marcadores con 

respecto al grupo sham. 
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Recientemente se demostró que el tratamiento con dapsona en dosis repetidas de 

12.5 mg/kg durante 3 días aumenta la cantidad de tejido preservado en el 

epicentro de la lesión, sobre todo áreas circundantes de la sustancia blanca, 

indicador de la conservación de conexiones neuronales y que promueve la 

recuperación funcional en animales con LTME por contusión hasta en un 51% con 

respecto a los animales sin tratamiento con el fármaco, así como la reducción 

significativa de los productos de la lipoperoxidación y de la actividad enzimática de 

la MPO hasta en un 38% y 19% cuando se administró 3 o 5 horas después de la 

LTME, respectivamente (Díaz-Ruiz y cols., 2011).  

 

Aún y cuando los efectos benéficos y neuroprotectores de la dapsona han sido 

demostrados en estudios previos, es necesario caracterizar los mecanismos 

antiinflamatorios mediante los cuales ejerce dicho efecto. Uno de los procesos 

clave durante la respuesta inflamatoria después de la LTME, es el reclutamiento 

de células inmunes hacia el sitio de la lesión, por lo cual es importante la 

caracterización de las mismas durante la evolución del padecimiento.  

 

Debido a que la citometría de flujo es un método confiable para la cuantificación 

de células y agentes bioquímicos que se encuentran presentes en diversas 

enfermedades y útil en la caracterización de las especies celulares involucradas 

en diversos padecimientos, este método fue utilizado en este estudio para 

demostrar si la dapsona regula la llegada de células inflamatorias al sitio del daño 

durante la etapa aguda de la LTME.  

 

1.5 Citometría de flujo 

Es una técnica de análisis multiparamétrico para cuantificaciones celulares 

asociadas a determinada emisión de fluorescencia, que puede ser de origen 

natural o espontánea debido a la naturaleza química intrínseca, o puede ser 

debida a la asociación con un fluorocromo y  que puede complementarse con  la 

caracterización de anticuerpos específicos (Beck y cols., 2010).  
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Durante el análisis, las células deben estar en suspensión para ser arrastradas 

una a una en fila (500-4000 células/ seg) dentro de un flujo laminar que será 

adquirido a través del citómetro (Beckton Dickinson Immunocytometry Systems; 

1995; Salgado-Lynn, 2002). El Fluorescence Activated Cell Sorting o separación 

de células activadas por fluorescencia (FACS) separa subpoblaciones celulares 

seleccionadas. La cuantificación de la fluorescencia de cada célula analizada se 

representa mediante histogramas, gráficos de distribución o gráficos dot-plot 

(Salgado-Lynn, 2002).  

 

En esta técnica se miden tres parámetros de dispersión: 

 La luz dispersada en ángulo, que coincide con la dirección de la luz 

incidente, llamada Side Scatter (SSC), que es una medida proporcional al 

tamaño de la célula que produce la dispersión. 

 La luz dispersada en ángulo recto llamada Forward Scatter (FSC) y es 

proporcional a la complejidad de la estructura interna de la partícula. 

 La intensidad relativa de emisión de fluorescencia (FL1, FL2, FL3, etc.). 

 

 

 
Figura 11. Representación esquemática de los parámetros medidos en un citómetro de flujo. 
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La citometría de flujo ha sido utilizada para la cuantificación de células inmunes de 

la sangre, bazo o timo pero en estudios recientes se han logrado cuantificar estas 

células infiltradas en la ME lesionada de ratas y ratones, lo cual la ha convertido 

en un método alternativo para el estudio en modelos de LTME (González y cols., 

2003; Tjoa y cols., 2003; Stirling y Yong, 2008; Beck y cols., 2010), por lo cual en 

varios estudios se ha reportado el uso de esta técnica para evaluar poblaciones 

infiltradas de leucocitos después de una LTME.  
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2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

La LTME representa un problema de salud pública por las consecuencias 

incapacitantes que genera sobre la función neurológica, además de ser un 

padecimiento que se presenta con mayor incidencia en la población 

económicamente activa y que deteriora la calidad de vida de manera radical. 

Hasta la fecha no hay una terapia efectiva que revierta el daño neurológico 

provocado después de la lesión.  

 

Sin embargo, se han establecido los mecanismos que participan en la muerte 

celular, como la respuesta inflamatoria exacerbada, por lo que una terapia que 

regule este evento podría ser una alternativa efectiva de tratamiento.  

 

Debido a que la dapsona ha mostrado tener efecto regulador sobre la respuesta 

inflamatoria inhibiendo la quimiotaxis de neutrófilos y la actividad de la MPO en 

diversos padecimientos, en el presente estudio se evaluó el efecto anti-

inflamatorio de la dapsona en un modelo de LTME por contusión en ratas. 

 

2.2 HIPÓTESIS 

Si la dapsona puede modular en forma benéfica la respuesta inflamatoria durante 

la etapa aguda de la LTME, entonces disminuirá la cantidad de neutrófilos y 

macrófagos, así como la actividad de MPO en el tejido nervioso lesionado de rata. 

 

2.3 OBJETIVO  

Evaluar el efecto antinflamatorio de la dapsona en un modelo de LTME por 

contusión en ratas, cuantificando neutrófilos, macrófagos y MPO en el tejido 

medular.  
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2.3.1 OBJETIVOS PARTICULARES  

 Estandarizar el método de citometría de flujo para determinar la cantidad de 

neutrófilos, macrófagos y de la enzima MPO presentes en el sitio de la 

lesión en ratas con LTME por contusión. 

 Determinar la cantidad de neutrófilos, macrófagos y MPO presentes en el 

tejido nervioso de la ME de ratas con LTME por contusión. 

 Identificar por métodos inmunohistoquímicos los neutrófilos y macrófagos 

presentes en el tejido nerviosos de la ME así como la cantidad de MPO en 

ratas con lesión. 

 Identificar los cambios en la citoarquitectura de la ME dañada por métodos 

histológicos en ratas con LTME por contusión. 

 Identificar la dosis terapéutica de dapsona mediante pruebas de curvas 

dosis respuesta. 

 Identificar el mejor tiempo de administración de la dapsona (3 ó 5 hrs. 

después de la LTME por contusión). 
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Materiales y métodos 
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3.1 Diseño experimental  

3.1.1 Citometría de flujo y Actividad enzimática de MPO*.  

 

Los animales fueron asignados de manera aleatoria a los siguientes grupos:  

 

 Grupo 1: Animales con laminectomía y administración de vehículo. 

 Grupo 2: Ratas con LTME y administración de vehículo (sin tratamiento). 

 Grupo 3: Ratas con LTME y administración de dapsona en una dosis de 

12.5 mg/kg 3 horas posteriores a la lesión. 

 Grupo 4: Ratas con LTME y administración de dapsona en una dosis de 25 

mg/kg 3 horas posteriores a la lesión. 

 Grupo 5: Ratas con LTME y administración de dapsona en una dosis de 

37.5 mg/kg 3 horas posteriores a la lesión.   

 Grupo 6: Ratas con LTME y administración de dapsona en una dosis de 

12.5 mg/kg 5 horas posteriores a la lesión.   

 Grupo 7: Ratas con LTME y administración de dapsona en una dosis de 25 

mg/kg 5 horas posteriores a la lesión.   

 Grupo 8: Ratas con LTME y administración de dapsona en una dosis de 

37.5 mg/kg 5 horas posteriores a la lesión.   

 

Para el ensayo de la actividad de la MPO solo se evaluaron las dosis de 25 y 37.5 

mg/kg de dapsona en ambos tiempos de administración, ya que el tratamiento con 

la dosis de 12.5 mg/kg no mostró diferencias significativas.  

 

Para las técnicas histológicas e inmunohistoquímicas solo fueron considerados los 

grupos 1,2, 3, 5 y 7 debido a la falta de diferencias significativas entre los tiempos 

de administración del fármaco.  
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Figura 12. Diseño experimental del estudio (n=5-12 animales). 

* En esta técnica solo se evaluaron los grupos a los que se les administró 25 y 37.5 mg/kg de dapsona. 

** Sólo se evaluaron los tiempos de administración de 3 horas después de LTME para las tres dosis.  

 

3.2 Procedimiento quirúrgico y modelo de LTME 

Se utilizaron ratas Wistar hembras de 200 a 250 gr de peso. Los animales fueron 

anestesiados con 29 mg/kg de pentobarbital sódico en solución salina isotónica 

como vehículo. Se les practicó una laminectomía a todos los animales para 

exponer la ME a nivel de la novena vértebra torácica (T9). El daño realizado para 

el modelo de LTME fue por contusión mediante el dispositivo NYU Impactor, 

(Basso y cols., 1996), el cual permite mayor reproducibilidad, menor daño a la 

vértebra y a las meninges de la ME. Este dispositivo fue configurado para que un 

cilindro de 10 g de peso impactara en caída libre a una altura de 25 mm 

directamente en el tejido de la ME, provocando una lesión de intensidad 

moderada.  
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Figura 13. Modelo de LTME por contusión mediante el uso del equipo NYU Impactor. a) Vista lateral donde la 

rata es sujetada de las apófisis espinosas dorsales a los costados de la porción de la médula espinal expuesta 

después de la laminectomía. La escala superior determina en milímetros (mm) la altura desde la cual se deja 

caer el cilindro al retirar el sujetador. b) Vista en la que se observa la médula espinal expuesta y el tejido 

lesionado por el cilindro metálico. 

 

 Posteriormente los animales fueron mantenidos en cajas de acrílico con libre 

acceso a agua y alimento y bajo fuente de calor hasta su recuperación post-

operatoria. Durante el desarrollo del proyecto, los animales fueron tratados de 

acuerdo a lo establecido en el Comité de Ética del Instituto Nacional de Neurología 

y Neurocirugía “Manuel Velasco Suarez” y a los lineamientos de la U.S. National 

Institutes of Health para el cuidado y uso de animales de laboratorio.  

 

3.3 Preparación del fármaco   

Se realizó una suspensión de 4,4-diaminodifenilsulfona (DDS, dapsona; Sigma 

Aldrich) por sonicación (Branson, modelo 2210) en una solución de polietilenglicol 

(PEG), (Sigma Aldrich) al 3% en solución salina isotónica, la cual fue utilizada 

como vehículo para la administración del fármaco. A los animales que no tuvieron 

tratamiento farmacológico solo les fue administrado el vehículo.  

 

 

 

b) 
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3.4 Citometría de flujo  

Se sacrificaron a los animales por decapitación 24 horas después de la LTME para 

obtener las muestras, de acuerdo con el tiempo reportado como la máxima 

infiltración de neutrófilos (Carlson y cols., 1998; Feng Bao y cols., 2009), así como 

el de mayor actividad de la enzima MPO (Carlson y cols., 1998). 

 

Se realizó una laminectomía extensa para obtener el epicentro de la lesión, 

caracterizada por un hematoma formado en la médula. Para las muestras del 

grupo sham de los animales sujetos solo a laminectomía se tomó la fracción de 

tejido sano de la ME equivalente a la zona donde estaría el hematoma. El peso del 

tejido fue registrado (20-30 mg), colocado en solución buffer de fosfatos (PBS) y 

mantenido a 4 °C hasta su análisis. Este ensayo fue estandarizado a partir de la 

técnica utilizada por Tjoa y colaboradores (2003) para la medición de neutrófilos 

infiltrados en tejido de ME lesionado en ratones. Las muestras obtenidas de ME 

fueron mantenidas y homogenizadas en 1 ml de PBS.  

 

Del homogenado se tomaron 100 μl, los cuales se centrifugaron (Beckman 

Centrifuge TJ-6) a 2000 rpm durante 5 minutos y se decantó el sobrenadante. 

Para la identificación de neutrófilos se les adicionaron 100 μl (1:10) de solución de 

permeación FACS (Beckton Dickson) a las muestras y se incubaron por 10 

minutos. Al término se centrifugaron nuevamente y fueron incubadas con los 

anticuerpos correspondientes anti MPO-FITC (Abcam) y anti Neutrófilos-PE 

(Beckton Dickson) (0.2 μg/μl) por 30 minutos en la oscuridad.  

 

Para la identificación de macrófagos se tomaron 100 μl del homogenado y se 

añadió el anticuerpo anti-CD58 1:50 (Beckton Dickson), dejando incubar las 

muestras por 30 minutos en la oscuridad. Al término se añadieron 100 μl de 

solución de lisis (Beckton Dickson) y se dejaron incubar las muestras por 10 

minutos más. Se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos y se decantó el 

sobrenadante.  

 



 

54 

 

Evaluación del efecto anti-inflamatorio de la Dapsona en un 

modelo de Lesión Traumática de la Médula Espinal en ratas  

Al final todas las muestras fueron lavadas con 1 ml de PBS, se centrifugaron, se 

decantó el sobrenadante y el pellet fue resuspendido con 500 μl de 

paraformaldehído al 1%. Las muestras fueron adquiridas en el citómetro de flujo 

FACS Calibur (Beckton Dickson), registrándose 150,000 eventos totales para la 

determinación de neutrófilos y 100’000 para la determinación de macrófagos. Los 

neutrófilos y macrófagos fueron caracterizados por su complejidad celular 

(Forward Scatter, FSC) tamaño (Side Scatter, SSC) y por la marca fluorescente 

del anticuerpo anti neutrófilos acoplado a ficoeritrina.  

 

Dichos parámetros fueron considerados para cuantificar específicamente las 

poblaciones celulares de neutrófilos y macrófagos. También se cuantificó la 

cantidad de MPO en las células positivas mediante su intensidad media de 

fluorescencia. Los leucocitos infiltrados en el tejido de la ME fueron expresados 

como el número promedio de células presentes.  

 

3.5 Actividad enzimática de MPO 

Los animales fueron perfundidos únicamente con solución salina vía intracardíaca. 

Posteriormente se obtuvieron las muestras tomando el epicentro de la lesión, las 

cuales fueron pesadas (20-30 mg) y preservadas a -70°C hasta su posterior 

análisis, para lo cual las muestras fueron descongeladas y mantenidas en frío y se 

les añadieron 16 volúmenes (de acuerdo al peso de cada tejido) de 

hexadeciltrimetilamonio (HTA) al 0.5 % en buffer de fosfatos pH 6.0.  

 

Posteriormente fueron homogenizadas por sonicación (Ultrasonic Processor 

Daigger GEX130 PB) en tres ciclos de 5 segundos cada uno y sometidas a tres 

ciclos de congelación/descongelación. Al término, los homogenados fueron 

centrifugados a 14’000 rpm durante 60 minutos a 4 °C (Eppendorf 5417R) para el 

análisis de la actividad de MPO. Del sobrenadante se tomó una alícuota de 100 μl 

y se le añadieron 3.9 ml de una solución de buffer de fosfatos 50 mM que contenía 

0.167 mg/ml de clorhidrato de o-dianisidina (Sigma Aldrich) y H2O2 (JT Baker) al 

0.0005 % a 25 °C.  
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La reacción fue cuantificada por espectroscopía UV-Visible a una longitud de onda 

de 460 nm (Lambda 20, Perkin Elmer), registrando el cambio de absorbancia cada 

30 segundos durante 3 minutos de lectura. Para este estudio se consideró que 

una unidad internacional de actividad de MPO es equivalente a 1 μmol de H2O2 

metabolizado por minuto a 25 °C. Los resultados fueron expresados como 

unidades internacionales de MPO por gramo de peso del tejido. 

 

 
Figura 14. Representación del epicentro de la lesión una vez que los animales fueron sometidos a contusión. 

La barra superior muestra la zona correspondiente únicamente al epicentro y que fue procesada para los 

ensayos realizados. La barra inferior muestra la zona adicional que se tomó para realizar el análisis 

inmunohistoquímico por el método de inclusión en parafina.   

 

3.6 Histología e inmunohistoquímica 

Los animales fueron sacrificados mediante perfusión cardíaca bajo los efectos de 

la anestesia con formol al 10%, para obtener el epicentro de la lesión y tejido 

adyacente de ambos lados del hematoma (1 cm, aprox.). Las muestras fueron 

mantenidas en formol al 10% hasta su procesamiento. 

 

El tejido fijado fue colocado en un procesador de tejidos Histokinette 2000 

(Reichert Jung) en donde, mediante alcoholes graduales, fueron deshidratados 

hasta finalmente ser incluidos en parafina, cortados a 5µ y colocados por adhesión 

en portaobjetos de vidrio. Los tejidos fueron desparafinados, rehidratados con una 

serie de alcoholes en concentración decreciente (2 baños de xilol, 2 baños de 
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alcohol absoluto, 2 baños de alcohol al 96%, 1 baño de alcohol al 80%) y 

sumergidos en agua destilada. 

 

 
Figura 15. Plano en el que fueron realizados los cortes longitudinales del epicentro de la lesión en el tejido de 

la médula espinal a nivel de la vértebra torácica 9. 

 

Para el análisis histológico del tejido se utilizó la técnica de tinción de hematoxilina 

y eosina. Los tejidos fueron deshidratados en alcoholes en concentración 

creciente. Finalmente se dejaron sumergidos en xilol y se montaron. Para la 

identificación de las células sanguíneas se utilizó la técnica de tinción de Wright. 

 

Para el estudio por inmunohistoquímica las laminillas fueron desparafinadas, 

colocadas en baño María en una solución de citrato de sodio y sumergidas en una 

solución de H2O2 al 3% para bloquear peroxidasas endógenas. Después fueron 

sumergidas en PBS y los tejidos fueron cubiertos con anticuerpo primario para 

MPO 1:50 (polyclonal anti-MPO, Abcam), se dejaron incubar durante 60 minutos 

en una cámara húmeda y se lavaron con PBS.  

 

Posteriormente, los tejidos fueron cubiertos con el sistema Biotinlayed Link 

Universal LSAB®+System-HRP (Dako Cytomation), y se dejaron incubar por 20 

minutos en cámara húmeda. Al término, se cubrieron con Streptavidin HRP (Dako 

Cytomation) y se dejaron bajo las mismas condiciones que el anterior, lavando con 

PBS entre cada incubación.  
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Los tejidos fueron cubiertos con di-amino-bencidina (Dako Cytomation) como 

cromógeno, el cual se colocó hasta llevarse a cabo la reacción, no excediendo de 

5 minutos. Posteriormente fueron lavados con PBS y sumergidos en una solución 

de hematoxilina durante 90 segundos para contrastar, se deshidrataron y se 

montaron para su observación.  

 

3.7 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se hizo con el software SPSS 17.0. El análisis de la cantidad 

de neutrófilos y MPO presentes en el sitio del daño se realizó con la prueba de 

ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. A los resultados que 

mostraron gran variabilidad inter e intra individuos y que no pasaron la prueba de 

homogeneidad de varianza, se les aplicó la prueba no paramétrica de Kruskall-

Wallis seguida de la prueba de Dunnett.  
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4.1 Infiltración de neutrófilos después de la LTME 

En la figura 16 se muestran los gráficos de puntos donde se observa la 

localización de los neutrófilos infiltrados en el epicentro de la lesión 24 horas 

después de la LTME, cuantificados por citometría de flujo. El cuadrante superior 

derecho muestra una población aislada, correspondiente a la zona donde son 

localizados, lo cual coincide con la ubicación típica de esta población celular y con 

lo reportado por Tjoa y colaboradores (2003) sobre la inmunolocalización de estas 

células por medio de esta técnica.  

 

 

 
Figura 16. Imágenes representativas de la infiltración de los neutrófilos en el epicentro de la lesión de la ME 

de los animales 24 horas posteriores al daño (rectángulo naranja). El porcentaje mostrado en las figuras es el 

siguiente: a) Grupo Sham: 0.156%, b) Vehículo: 2.57%, c) Dapsona 12.5 mg/kg: 1.27%, d) Dapsona 25 

mg/kg: 0.717% y e) Dapsona 37.5 mg/kg: 0.875%.  
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Los neutrófilos fueron graficados de acuerdo a sus características típicas de 

dispersión frontal (Forward Scatter) y dispersión lateral (Side Scatter), 

considerando como neutrófilos aquéllas células que dieron positivo tanto al 

marcaje con el anti Neutrófilos-PE como con el anti MPO-FITC, ya que 

mayoritariamente, los neutrófilos expresan esta enzima, por lo cual también se 

utilizó el anti-MPO-FITC como marca para confirmar la presencia de MPO y de las 

células infiltradas. 

 

En la gráfica de la figura 17 se muestran los resultados obtenidos de la 

cuantificación de los neutrófilos infiltrados en el epicentro de la lesión dentro de las 

primeras 24 horas después del daño. Los resultados corresponden al número de 

células identificadas de un total de 150’000 eventos, considerando el valor 

promedio de 5 a 11 animales por grupo. Se observó un valor promedio de 

neutrófilos en los animales lesionados y tratados con vehículo (LTME+Veh, control 

positivo, n=11) de 2802.85 ±608.834, que fue estadísticamente significativo al ser 

comparado con el grupo Sham, solo con laminectomía (control negativo, n=5), 

donde el número promedio basal de neutrófilos en el epicentro (no dañado) fue de 

123.888 ±16.261. 

 

Los animales que recibieron el tratamiento con dapsona a una dosis de 12.5 

mg/kg no mostraron diferencias significativas en el número de neutrófilos 

presentes en el sitio de la lesión al ser comparados con los animales control, ya 

que los valores fueron 2785.545 ±872.356 neutrófilos infiltrados (n=11) para el 

tratamiento administrado 3 horas y de 3287.5 ±911.368 neutrófilos infiltrados (n=8) 

para el tratamiento administrado 5 horas después de la LTME (grafica 1). 

 

En contraste, los grupos tratados con 25 mg/kg del fármaco mostraron una 

disminución significativa en el número de neutrófilos presentes en el sitio del daño. 

En el grupo tratado con el fármaco 3 horas después de la lesión (n=11) se observó 

una reducción de alrededor del 80% en la cantidad de neutrófilos presentes en el 

epicentro de la lesión con un conteo de 537.09 ±100.659 células. Para el grupo 
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tratado con la misma dosis de dapsona pero administrada 5 horas después de la 

LTME (n=11), se obtuvo una reducción del 74% en el número de neutrófilos 

presentes en el epicentro de la lesión, cuyo valor fue de 720.09 ±100.827 células. 

En ambos casos las diferencias fueron significativas con respecto al grupo control, 

mas no entre los tiempos de administración de los tratamientos con cada dosis 

(figura 17). 

 

También se observó una disminución significativa de la cantidad de neutrófilos en 

los animales tratados con 37.5 mg/kg de dapsona a 3 horas (n=7), (1030 ±364.064 

células) y 5 horas (n=8), (618.875 ±161.702 células) después de la LTME, 

observándose una reducción de 63% y 77% respectivamente, en comparación con 

el grupo control (LTME +Veh).   

 

 
Figura 17. Gráfica que representa el número de neutrófilos localizados en el epicentro de la lesión de la ME 

cuantificados por citometría de flujo. Las barras representan el valor promedio ± Error estándar de 5 a 11 

animales por grupo. Sham: animales solo con laminectomía, LTME-Veh: animales con lesión traumática de 

médula espinal y tratados con vehículo (PEG al 4% en solución salina), 12.5 mg/kg: animales lesionados y 

tratados con dapsona a una dosis de 12.5 mg/kg, 25 mg/kg: animales con lesión más dapsona a una dosis de 

25 mg/kg y 37.5mg/kg: animales con lesión y tratados con dapsona a una dosis de 37.5 mg/kg. ANOVA de 

una vía seguida de la prueba de Tukey. *p< 0.05 vs LTME-Veh.  
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4.2 Porcentaje de neutrófilos infiltrados  

En la gráfica de la figura 18 se muestran los resultados obtenidos de la 

cuantificación de los neutrófilos infiltrados en el epicentro de la lesión 24 horas 

después de la contusión expresados en porcentaje, de un total de 150’000 

eventos. Los resultados corresponden al valor promedio de 5 a 11 animales por 

grupo.  

 

 
Figura 18. Gráfica que representa el porcentaje de neutrófilos infiltrados en el epicentro de la lesión de la ME. 

Las barras representan el valor promedio ± Error estándar de 5 a 11 animales por grupo. Sham: animales solo 

con laminectomía, LTME-Veh: animales con lesión traumática de médula espinal y tratados con vehículo 

(PEG al 4% en solución salina), 12.5 mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 12.5 

mg/kg, 25 mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 25 mg/kg) y 37.5mg/kg: 

animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 37.5 mg/kg. ANOVA de una vía seguida de la 

prueba de Tukey. *p< 0.05 vs LTME-Veh. 

 

El porcentaje basal de neutrófilos encontrados en el grupo Sham fue de 0.139% 

mientras que el grupo control se observó un porcentaje significativo de 3.182%. En 

los grupos tratados con dapsona los resultados porcentuales fueron los siguientes: 

para la dosis de 12.5 mg/kg administrada 3 horas después de la lesión el 

porcentaje fue de 2.662% y 3.141% para la dosis administrada 5 horas después 

de la lesión. Para la dosis de 25 mg/kg de dapsona los resultados fueron de 

0.359% y 0.48% 3 y 5 horas después de la LTME, respectivamente.  
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Finalmente para las dosis de 37.5 mg/kg administradas 3 o 5 horas después de la 

LTME los valores porcentuales obtenidos fueron de 0.686% y 0.412%, 

respectivamente. Con respecto a la infiltración de neutrófilos, las dosis de 25 y 

37.5 mg/kg de dapsona mostraron diferencias significativas en la reducción de 

células presentes en el epicentro de la lesión con respecto al grupo control mas no 

entre los tiempos de administración de los tratamientos en cada una de las dosis. 

 

4.3 Infiltración de macrófagos  

Los resultados de la infiltración de macrófagos corresponden al número de células 

registradas por citometría de flujo, de un total de 100’000 eventos.  

 

 
Figura 19. Imágenes representativas de la infiltración de macrófagos en el epicentro de la lesión de la ME de 

los animales 24 horas posteriores a la LTME (rectángulo naranja). El porcentaje correspondiente a cada grupo 

es: a) Sham: 0.200%, b) LTME-Veh: 0.782%, c) Dapsona 12.5 mg/kg: 0.441%, d) Dapsona 25 mg/kg: 

0.550% y e) Dapsona 37.5 mg/kg: 0.510%.  
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La infiltración de macrófagos se muestra en los gráficos de puntos de la figura 19 

los cuales fueron graficados de acuerdo a sus características típicas de dispersión 

frontal (Forward Scatter) y dispersión lateral (Side Scatter) y que dieron positivo al 

marcaje con anti-CD58 para macrófagos.   

 

Por su parte, en la gráfica de la figura 20 se muestran los macrófagos infiltrados 

en el epicentro de la lesión 24 horas después de la contusión. Se consideró el 

valor promedio de 6 animales por grupo. Para este conteo solo se tomaron en 

cuenta las dosis de 12.5, 25 y 37.5 mg/kg administradas 3 horas después de la 

lesión con el fin de identificar, de manera preliminar, el posible efecto de la 

dapsona sobre estas células a un tiempo temprano de administración. El número 

basal de macrófagos encontrados en el tejido sano de la ME fue de 121.666 

±11.666, observándose un incremento a 756 ±138.321 células en el grupo control. 

 

 
Figura 20. Gráfica que muestra el número de macrófagos en el epicentro de la lesión. Las barras representan 

el valor promedio ± Error estándar de seis animales por grupo. Sham: animales solo con laminectomía, 

LTME-Veh: animales con lesión traumática de médula espinal y tratados con vehículo (PEG al 4% en solución 

salina), 12.5 mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 12.5 mg/kg, 25 mg/kg: 

animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 25 mg/kg y 37.5mg/kg: animales lesionados y 

tratados con dapsona a una dosis de 37.5 mg/kg. ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. *p< 0.05 

vs. LTME-Veh. 
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En el grupo administrado con la dosis de 12.5 mg/kg de dapsona el número de 

células descendió a 498.833 ±65.819 y en el grupo tratado con 25 mg/kg también 

hubo una disminución, encontrándose 527.333 ±105.235 células. Por último, el 

tratamiento con 37.5 mg/kg de dapsona registró 367.8333 ±83.623 células 

contadas en el epicentro de la lesión en la ME. En el caso de la infiltración de 

macrófagos 24 horas posteriores a la LTME, la dosis de 37.5 mg/kg de dapsona 

administrada 3 horas después de la lesión mostró diferencias significativas con 

respecto al grupo que solo fue tratado con el vehículo.  

 

4.4 Localización de MPO en el epicentro de la lesión 

La intensidad media de fluorescencia (IMF) representa la cantidad de MPO 

presente en el epicentro de la lesión 24 horas después de la LTME (figura 21). Los 

resultados corresponden al valor promedio de 5 a 11 animales por grupo. 

Para el grupo control, el valor de IMF de MPO fue de 29.61 ±4.754 (n=11), 

observándose un incremento con respecto al valor basal del grupo Sham, que fue 

de 3.061 ± 0.292 (n=5). En el caso de la administración de 12.5 mg/kg de dapsona 

3 ó 5 horas después de la LTME, los valores obtenidos fueron 17.943 ±4.423 

(n=11) y 16.558 ±3.058 (n=8), respectivamente.  

 

Para la dosis de 25 mg/kg de dapsona administrada 3 o 5 horas después de la 

contusión los resultados fueron 9.636 ±1.945 y 13.53 ±2.761 (n=11 en ambos 

grupos), respectivamente. Por último, los valores obtenidos para la administración 

de la dosis de 37.5 mg/kg de dapsona 3 ó 5 horas posteriores a la lesión fueron de 

26.427 ±9.346 (n=7) y 20.832 ±7.574 (n=8), respectivamente.  
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Figura 21. Gráfica que muestra la presencia de MPO en el epicentro de la lesión cuantificada por citometría de 

flujo y mostrada en unidades de intensidad media de fluorescencia. Las barras representan el valor promedio 

± Error estándar de 5 a 11 animales por grupo. Sham: Animales solo con laminectomía, LTME-Veh: animales 

con lesión y tratados con vehículo (PEG al 4% en solución salina), 12.5 mg/kg: animales lesionados y 

tratados con dapsona a una dosis de 12.5 mg/kg, 25 mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a 

una dosis de 25 mg/kg) y 37.5mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 37.5 

mg/kg). ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. *p<0.05 vs LTME-Veh. 

 

Cabe destacar que solo la dosis de 25 mg/kg de dapsona administrada 3 horas 

posteriores a la LTME mostró diferencias significativas con respecto al grupo 

control, sin embargo, la dosis de 37.5 mg/kg mostró una tendencia al incremento, 

a pesar de que las dosis de 12.5 y 25 mg/kg mostraron, de manera general, una 

tendencia hacia la reducción de MPO en el epicentro de la lesión.  

 

4.5 Actividad enzimática de MPO  

Para esta técnica solo se consideró la evaluación de las dosis de 25 y 37.5 mg/kg 

de dapsona, ya que el tratamiento con 12.5 mg/kg no mostró efectos significativos 

en la infiltración de neutrófilos. Los resultados corresponden al promedio de 12 

animales por grupo (figura 22).  
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Para la evaluación de la dosis de 25 mg/kg se obtuvo un valor basal de 1.038 

±0.367 unidades, observándose un incremento a 8.397 ±2.282 unidades en el 

grupo control; mientras que la actividad de la MPO fue reducida en los grupos 

tratados con el fármaco, ya que se obtuvieron valores de 5.444 ±0.751 y 5.72 

±0.657 unidades cuando la dapsona fue administrada 3 ó 5 horas después de la 

LTME, respectivamente.  

 

Para la evaluación de la dosis de 37.5 mg/kg se obtuvo un valor basal de 1.346 

±0.606 unidades, observándose un incremento a 8.031 ±1.886 unidades en el 

grupo control. También la actividad de la MPO fue reducida en los grupos tratados 

con el fármaco cuyos valores obtenidos fueron de 6.427 ±0.601 y 5.859 ±1.416 

unidades cuando la dapsona fue administrada 3 ó 5 horas después de la LTME, 

respectivamente.  

 

 

Figura 22. Actividad enzimática de MPO presente en el epicentro de la lesión determinada por espectroscopia 

UV-vis. Las barras representan el valor promedio ± Error estándar de 12 animales por grupo. Sham: animales 

solo con laminectomía, LTME-Veh: animales con lesión y tratados con vehículo (PEG al 4% en solución 

salina), 25 mg/kg y 37.5mg/kg: animales lesionados y tratados con dapsona a una dosis de 25 mg/kg y 37.5 

mg/kg. ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey. *p< 0.05 vs LTME-Veh. 
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No se observaron diferencias significativas entre los tiempos de administración del 

fármaco. Tampoco hubo diferencias significativas entre cada dosis administrada 

con respecto al grupo control, observándose solo un incremento significativo de la 

actividad de MPO en este grupo con respecto al estado basal de actividad que 

mostró el grupo Sham. 

 

4.6 Análisis histológico e inmunohistoquímico   

Las microfotografías muestran las condiciones del tejido 24 horas después de la 

contusión provocada por el modelo de LTME utilizado. El tejido del grupo Sham se 

observa íntegro (figura 23-A, 23-B y 23-C). La sustancia blanca y la sustancia gris 

se encuentran bien conservadas y definidas, ya que no hubo alteraciones 

vasculares ni infiltración leucocitaria. También se pueden apreciar las fibras 

nerviosas que rodean a la sustancia gris, con integridad del tejido meníngeo que 

recubre al tejido medular, así como de las neuronas, los astrocitos y las CE. 

 

En los grupos en donde se realizó la contusión se muestra destrucción de tejido, 

con daño en las fibras nerviosas, así como necrosis e infiltración de células 

inmunitarias provenientes de la circulación sanguínea periférica.  Se observa en el 

epicentro de la lesión del grupo control (figura 23-C) restos celulares producidos 

por el impacto mecánico inicial como son la ruptura de la BHE y de las células 

residentes, así como cavidades quísticas y pérdida de tejido.  

 

El daño se extiende hacia la zona caudal, así como a la zona ventral, donde se 

puede apreciar que mientras más lejos se encuentra el tejido de la zona dañada, 

este se conserva mejor, sobre todo en la periferia de la ME, donde la sustancia 

blanca preserva en mayor medida la integridad de su citoarquitectura. En el centro 

de la lesión, el daño es visible y mayor en la periferia de la sustancia blanca en la 

cara dorsal de la ME. 
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Figura 23. Fotomicrografías de médula espinal de rata. Se muestra el epicentro de la lesión 24 horas después 

de la contusión. A, B y C) Grupo Sham, donde se observa la integridad del tejido nervioso de la médula 

espinal. D, E y F) Grupo control tratado con vehículo, donde se puede observar la extensión del daño. G, H e 

I) Grupo tratado con 12.5 mg/kg de dapsona. Los neutrófilos infiltrados están señalados con la flecha verde. J, 

K y L) Grupo tratado con 25 mg/kg y M, N y O) Grupo tratado con 37.5 mg/kg de dapsona. Tinción H-E. 25X, 

400X y 1000X, respectivamente. 
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En el grupo tratado con 12.5 mg/kg de dapsona aún se observan restos 

sanguíneos con gran infiltración leucocitaria (figura 23-I), (flechas verdes), lo cual 

concuerda con los resultados reportados mediante la técnica de citometría de flujo. 

El daño se extiende longitudinalmente hacia los extremos caudal y dorsal de la 

ME. En cambio, los grupos tratados con 25 y 37.5 mg/kg de dapsona muestran 

menos cavidades así como menor número de leucocitos infiltrados (figuras 23-L y 

23-O, respectivamente).  

La tinción de Wright se realizó para la identificación de los neutrófilos mediante la 

tinción de los núcleos celulares, identificándose aquellos con su típico núcleo 

lobulado (flechas verdes). 

 

Figura 24.  Fotomicrografías representativas del epicentro de la lesión en tejido de la médula espinal de rata 

24 horas después de la contusión. A) Grupo Sham, B) Grupo tratado con vehículo, C, D y E) Grupos tratados 

con 12.5 mg/kg, 25 mg/kg y 37.5 mg/kg de dapsona, respectivamente donde se aprecia la infiltración de los 

neutrófilos, con la morfología nuclear lobulada típica. Tinción de Wright.  A y E-400x, B, C y D-1000x.  

 

Se realizó una técnica inmunohistoquímica para la identificación de la enzima 

MPO en el epicentro de la lesión (figura 25) con la que se puede apreciar el tejido 

necrosado así como las cavidades donde hubo pérdida neuronal (zonas con 

asteriscos).  
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En el grupo Sham se muestra la reacción negativa del anticuerpo (figuras 25-A, 

25-B Y 25-C) donde es posible observar la integridad del tejido completo, desde la 

materia gris y blanca hasta la estabilidad en la constitución de la red que 

conforman las células ependimales.   

 

En el grupo control, que fue tratado solo con vehículo, se observan cavidades y la 

reacción al anticuerpo, mostrando la extensión del daño de la zona dorsal de la 

sustancia blanca hacia la gris, sin embargo, aún se conserva parte del tejido 

neuronal en la zona ventral de la médula espinal. La reacción al anticuerpo se 

muestra en color marrón, contrastado con hematoxilina para su identificación.   

 

En el grupo tratado con 12.5 mg/kg del fármaco, se observa que el daño se 

desarrolló, sin que haya diferencias evidentes con respecto al grupo control. Sin 

embargo en los grupos tratados con 25 y 37.5 mg/kg si hubo menor pérdida de 

tejido, en algunas zonas se pueden observar neuronas que conservan su 

estructura y la reacción al anticuerpo (flecha rosa) fue menor en el grupo tratado 

con 37.5 mg /kg. Solo las capas más externas de la sustancia blanca ventrolateral 

mostraron un área de inmunoreactividad al anticuerpo, identificándose en estas el 

mayor daño generado por la secreción de agentes oxidantes por la MPO.  
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Figura 25. Fotomicrografías representativas del epicentro de la lesión en tejido de la ME de rata 24 horas 

después de la contusión. A, B y C. Grupo Sham, donde se observa tejido con neuronas normales (citoplasma 

y sustancia de Nissl evidente en la imagen B) y fibras nerviosas alargadas y finas, así como la conformación 

íntegra de la estructura del epéndimo (imagen C). D, E y F) Grupo control tratado con vehículo, donde se 

observa en el epicentro de la lesión tejido necrosado (asterisco *) con gran infiltración de sangre y neutrófilos 

(flechas verdes) entre los restos de las neuronas y fibras, así como la reacción al anticuerpo (flechas rosas). 

G, H e I) Grupo tratado con 12.5 mg/kg, J, K y L) Grupo tratado con 25 mg/kg y M, N y O) Grupo tratado con 

37.5 mg/kg de dapsona, respectivamente, administrada 3 h después de la lesión. Inmunohistoquímica con 

anticuerpo anti-MPO. 25, 400X y 1000X, respectivamente. 
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4.7 Curvas Dosis-Respuesta 

Para determinar la relación existente entre la reducción de la infiltración de 

neutrófilos y macrófagos en el epicentro de la lesión, dentro de las primeras 24 

horas posteriores a la LTME con cada una de las dosis administradas de dapsona, 

se construyó la curva dosis-respuesta correspondiente. Para mostrar el efecto 

sobre el reclutamiento de los neutrófilos, la construcción de la curva se realizó 

para las 3 dosis de dapsona administradas 3 ó 5 horas después de la contusión. 

En el caso de los macrófagos solo se consideró las dosis administradas 3 horas 

posteriores a la lesión con el fin de identificar, de manera preliminar, el posible 

efecto de la dapsona sobre estas células a un tiempo temprano de administración. 

 

En ambas curvas se graficó la reducción de la infiltración leucocitaria (neutrófilos y 

macrófagos) expresada en porcentaje, contra la dosis del fármaco administrado, 

reportada en mg/kg. El valor máximo de infiltración de neutrófilos en el epicentro 

reportado en este estudio fue de 2802.85 ±608.83 células y de 756 ±138.321 

células macrófagos infiltrados. Estas cantidades fueron consideradas como el 

100%, por lo que se obtuvo el porcentaje equivalente a cada dosis y a cada 

tiempo. El valor del porcentaje de reducción de la infiltración de neutrófilos esta 

reportado como se muestra en la fórmula: 

 

% reducción de la infiltración =100- % equivalente 

 

Donde el % equivalente fue obtenido a partir del valor máximo de infiltración.  

 

En la figura 26 se muestra el efecto del fármaco con respecto a la reducción de la 

infiltración de neutrófilos, administrado 3 ó 5 horas después de la LTME. Se 

consideró que la administración del vehículo (ya que no hubo administración de 

fármaco) representa 0% de reducción de la infiltración de neutrófilos, equivalente a 

la cantidad máxima de infiltración leucocitaria en el epicentro de la lesión.  
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Figura 26. Curva dosis-respuesta donde se muestra, en el eje de las abscisas, las dosis de 12.5, 25 y 37.5 

mg/kg de dapsona administrada a los animales 3 o 5 horas después de la LTME. La dosis efectiva 50 (DE50) y 

respuesta máxima se extrapolaron para cada tiempo de administración (línea punteada rosa y verde: 3 y 5 

horas, respectivamente).   

 

Para el caso de la dosis de 12.5 mg/kg de dapsona administrada 3 horas después 

de la LTME se obtuvo 0.617% de reducción mientras que la misma dosis 

administrada 5 horas después de la LTME mostró un incremento en la infiltración.  

 

Sin embargo, la dosis de 25 mg/kg de dapsona administrada 3 horas después del 

daño mostró un 80.83% de reducción, mientras que un 74.3% de reducción se 

obtuvo al administrar la misma dosis 5 horas después de la LTME. La dosis de 

37.5 mg/kg de dapsona mostró una reducción en la infiltración de neutrófilos de 

63.25% y 77.91%, la cual fue administrada 3 ó 5 horas después de la contusión, 

respectivamente. La dosis efectiva 50 (DE50) de dapsona obtenida  fue de  18 

mg/kg y la respuesta máxima fue de 80.83% de reducción, cuando la dapsona fue 

administrada 3 horas después de la LTME, así como una DE50 de  20 mg/kg y 

una respuesta máxima de 74.3% de reducción, cuando el fármaco se administró 5 

horas después de la LTME. 

 

En la figura 27 se muestra el efecto del fármaco sobre la reducción de la 

infiltración de macrófagos, administrado 3 horas después de la LTME. Se 
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consideró que la administración de vehículo representa 0% de reducción de la 

infiltración de macrófagos, equivalente a la cantidad máxima de infiltración 

leucocitaria en el epicentro de la lesión.  

 

 
Figura 27. Curva dosis-respuesta del efecto del fármaco sobre la infiltración de macrófagos donde se muestra, 

en el eje de las abscisas, las dosis de 12.5, 25 y 37.5 mg/kg de dapsona administrada a los animales 3 horas 

después de la LTME. La dosis efectiva 50 (DE50) y respuesta máxima se muestran con la línea punteada 

naranja.  

 

Para la dosis de 12.5 mg/kg de dapsona, se obtuvo 34.016% de reducción de la 

infiltración de macrófagos, mientras que la dosis de 25 mg/kg de 30.246% de 

reducción. Sin embargo, la reducción máxima de la infiltración de macrófagos se 

obtuvo al administrar 37.5 mg/kg, con un 51.344%; representando este último 

porcentaje la respuesta máxima. Por su parte, la dosis efectiva 50 (DE50) de 

dapsona obtenida fue de  8 mg/kg. Con base en estos resultados se ha 

demostrado que la dapsona ejerce efectos significativos sobre el reclutamiento de 

células leucocitarias en las primeras 24 horas después de la LTME.   
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5. Discusión de los resultados 

La complejidad en la fisiopatología de la LTME así como su estudio y seguimiento 

ha permitido entender los procesos involucrados en la respuesta inflamatoria que 

genera el daño secundario en el tejido nervioso de la ME. Su tratamiento debe 

estar basado en el conocimiento de las células que participan en esta respuesta 

después del daño, ya que el desarrollo de terapias efectivas para el tratamiento en 

la etapa aguda requiere de un conocimiento preciso del tiempo de entrada de las 

células inflamatorias dentro del tejido y de la activación de células residentes, así 

como de sus funciones nocivas o benéficas, las cuales afectan al tejido neuronal 

(Fleming y cols., 2006). En estudios con varios modelos de LTME se ha 

demostrado que la pérdida de neuronas y mielina es menor después de que se ha 

inhibido la infiltración de neutrófilos y macrófagos (Donelly y Popovich, 2008). 

 

En el presente trabajo se evaluó el efecto anti-inflamatorio de la dapsona, con 

base en la infiltración leucocitaria y de macrófagos así como la MPO activa 

secretada en el epicentro de la lesión después del daño mecánico inicial. Se 

observó un incremento del 95.6% en el número de neutrófilos y de un 84% en el 

número de macrófagos infiltrados después de una LTME como se esperaba, ya 

que la contusión destruyó la BHE, lo cual permitió la llegada de células 

inflamatorias hacia el tejido de la ME. El incremento de estas células se ha 

reportado previamente en modelos de LTME por contusión en roedores (Carlson y 

cols., 1998, Tjoa y cols., 2003; Díaz-Ruiz y cols., 2011), donde el daño mecánico 

del tejido juega un papel importante.  

 

Después del tratamiento con dapsona se obtuvo una reducción de la infiltración 

leucocitaria hasta en un 80% y en un 74% el número de neutrófilos cuando el 

fármaco se administró 3 ó 5 horas después de la lesión, respectivamente; y de un 

51% en el número de macrófagos cuando el fármaco se administró 3 horas 

después de la lesión, comparados contra los correspondientes valores del grupo 

control.  
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En el caso de los neutrófilos, la curva dosis-respuesta muestra que estos 

porcentajes de reducción se produjeron cuando se aumentó la dosis a 25 mg/kg y 

en el caso de los macrófagos, se obtuvo la máxima reducción cuando se 

administró la dosis de 37.5 mg/kg de dapsona 3 horas después de la LTME.  

 

La reducción de neutrófilos en el epicentro de la lesión puede deberse a una 

disminución en la síntesis de las moléculas quimiotácticas implicadas en el 

reclutamiento de los neutrófilos durante la etapa aguda de la LTME, ya que se ha 

demostrado que la dapsona tiene esta capacidad. Dicha inhibición había sido 

demostrada previamente por Debol y colaboradores (1997) en un modelo de 

adhesión neutrofílica in vitro, en el que al determinar la adhesión de los neutrófilos 

estimulados por diferentes agentes quimiotácticos (LTB4, IL-8 y C5a) en presencia 

de dapsona, se observó una disminución significativa en la adhesión de los 

neutrófilos en pocillos cubiertos con albúmina sérica bovina. Así mismo, se ha 

demostrado que la inhibición de la adhesión de los neutrófilos a la superficie de las 

CE reduce notablemente la gravedad de la LTME inducida por compresión (Taoka 

y cols., 1997).  

 

Se ha descrito que la dapsona puede ejercer su efecto anti-inflamatorio por dos 

diferentes mecanismos. El primero, a través del bloqueo de la quimiotaxis, ya que 

dicho fenómeno se ha identificado en enfermedades como la dermatitis 

herpetiforme, en la cual se observa que la dapsona disminuye la adhesión celular 

mediante la inhibición de la proteína G, que media la transducción de señales que 

controlan las funciones de adhesión y que determina el inicio de la cascada de 

señalización para la migración los neutrófilos (Debol y cols., 1997; Coleman y 

cols., 1997). 

 

Un segundo mecanismo descrito para la dapsona es el bloqueo del sitio activo de 

la enzima MPO, la cual cataliza la conversión de H2O2 a HClO. Kettle y 

Winterbourn (1991) reportaron que la dapsona inhibe la conversión de H2O2 a 

HClO en un 50% de la tasa inicial en concentraciones menores a 1 micromol 
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cuando se evaluó esta capacidad inhibitoria in vitro mediante el uso de un 

electrodo.  

 

En otro estudio realizado bajo condiciones in vitro, se determinó la producción de 

O2- y se observó que la administración de dapsona suprime alrededor del 50% la 

secreción de O2- en concentraciones de 0.06 mmol/L, en un 60% a 0.13 mmol/L, y 

en un 90% a 0.25 mmol/L de neutrófilos estimulados con  N-formil-L-metionil-L-

leucil-L-Fenilalanina (fMP). En el caso de los neutrófilos estimulados con C5a y 

acetato forbol miristato (PMA) se obtuvieron efectos similares (Suda y cols., 2005).  

 

En nuestro estudio proponemos que al unirse de forma irreversible la dapsona al 

centro activo de la MPO se inhibe la enzima con la subsecuente disminución en la 

producción de HClO que, como se mencionó previamente, es un agente oxidante 

secretado por los neutrófilos, por lo que se redujeron así, los valores reportados de 

la actividad enzimática de MPO en el epicentro de la lesión.  

 

Aunque no hubo diferencias significativas, los resultados muestran una tendencia 

hacia la reducción de la actividad de esta enzima al aumentar la dosis de dapsona 

administrada. No obstante lo anterior, debido a que esta enzima también se 

encuentra en monocitos y macrófagos (Dale y cols., 2008; Klebanoff, 2005; Kubota 

y cols., 2012), se podría suponer que los macrófagos infiltrados también 

secretaron MPO en el epicentro de la lesión (Zhang y cols., 2012).  

 

Cabe destacar que, en el presente trabajo, la actividad de la MPO no se redujo de 

manera significativa al aumentar la dosis. En 2011 Díaz-Ruíz y colaboradores 

reportaron la disminución significativa de la actividad de esta enzima en el mismo 

modelo de LTME por acción de la dapsona; sin embargo, la dosis fue de 12.5 

mg/kg administrados 3 ó 5 horas después de la contusión y cada 24 horas 

después de la administración por tres días. Esto podría indicar que la 

administración repetida de dapsona tiene un efecto significativo sobre la actividad 

enzimática de la MPO, lo cual no ocurre cuando la dapsona se administra en dosis 
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única. Este esquema de tratamiento único fue evaluado con el fin de determinar si 

el efecto terapéutico de la dapsona mejoraba al aumentar la dosis.   

 

Se ha descrito que después de una LTME, los neutrófilos son las primeras células 

en ser reclutadas al sitio dañado (Kubota y cols., 2012), principalmente en áreas 

de hemorragia, necrosis y fragmentación de tejido (Fleming y cols., 2006), y que 

los macrófagos y la microglia residente activada se infiltran 24 horas después de la 

LTME (Carlson y cols., 1998), con un pico máximo de reclutamiento de 4 a 7 días 

después de la LTME (Beck y cols., 2010; Lee y cols., 2011) y con una 

permanencia en el tejido durante semanas y hasta meses (Popovich y cols., 1997; 

Carlson y cols., 1998). Más aún, también se ha descrito que la microglía residente 

se activa dentro del lapso de minutos a horas después de la LTME y es 

transformada en macrófagos (Popovich y cols., 2003). No obstante lo anterior, 

Abdanipour y colaboradores (2013) reportan que el incremento de microglia 

reactiva y monocitos se observa 48 h después de una LTME en ratas. Si esto es 

así, es probable que por esta razón el incremento en la actividad de MPO no se 

observe claramente 24 horas después de la LTME, tiempo en el cual se realizó la 

presente evaluación.  

 

De los dos mecanismos de acción descritos para la dapsona, el primero parece 

ser el más benéfico, ya que al tener múltiples blancos involucrados en la 

regulación de la quimiotaxis, resulta ser más eficiente para disminuir las células 

inflamatorias en el epicentro del daño. Este mecanismo antiinflamatorio puede 

tener relevancia terapéutica importante ya que, se ha descrito recientemente que 

la reducción de la neuroinflamación en el epicentro de la lesión por medio de 

inmunoglobulina G (IgG) favorece la recuperación funcional después de una LTME 

por compresión en rata (Nguyen y cols., 2012).  

 

Por otra parte, el estudio histológico realizado en el presente trabajo muestra, de 

forma general, un daño muy evidente en el epicentro de la lesión que altera la 

citoarquitectura del tejido nervioso, el cual se extiende en forma radial hacia la 
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periferia, observándose mayor daño en la zona dorsal en comparación con la zona 

ventral. El tamaño de la lesión se extiende de manera progresiva durante las 

primeras ocho semanas, para posteriormente estabilizarse. Algunos reportes 

señalan que en la rata, la etapa final que es la degeneración Waleriana o 

degeneración retrógrada, se observa a las 4 semanas y hasta 8 semanas después 

del daño inicial (Huselbosch, 2002). 

 

Aunque el ensayo de MPO ha sido utilizado como un método indirecto de 

cuantificación de la infiltración de neutrófilos en la médula espinal dañada (Carlson 

y cols., 1998; Díaz-Ruiz y cols., 2011), la baja sensibilidad del mismo puede limitar 

su aplicación cuando se procesan pequeñas muestras de tejido, por lo cual la 

citometría de flujo se ha convertido en una alternativa de análisis para la 

cuantificación de la infiltración leucocitaria (Hoffman y Hansen, 1981) que se ha 

utilizado para la identificación de poblaciones celulares en el SNC en modelos 

experimentales de enfermedades desmielinizantes crónicas (Tjoa y cols., 2003). A 

pesar de que la administración de la dapsona 3 ó 5 horas después de la lesión, en 

el presente estudio no se encontraron diferencias significativas sobre la cantidad 

de MPO en el epicentro de la lesión, al compararse con las cantidades 

encontradas en el grupo control. En este sentido, se debe tomar en cuenta que la 

fisiopatología de la LTME es dinámica por lo que sería conveniente evaluar el 

curso temporal de la expresión de esta enzima. Asimismo, se debe tener presente 

que la determinación de la MPO por citometría de flujo es inespecífica, pues el 

método no permite identificar el tipo celular de procedencia y, al parecer, la 

activación de la enzima difiere en el tiempo dependiendo del tipo celular,  lo cual 

se demuestra en el estudio de Abdanipour y colaboradores (2013) mencionado 

previamente.  

 

Con base en estos resultados se puede afirmar que el efecto regulador de la 

quimiotáxis de neutrófilos de la dapsona conlleva a una menor cantidad de MPO y 

que a través de este mecanismo la dapsona ejerce un efecto neuroprotector por 

su actividad anti-inflamatoria.  
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Conclusiones  
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6. CONCLUSIONES 

1. En el modelo de LTME por contusión, la dapsona disminuye de manera 

significativa la llegada de neutrófilos y macrófagos al sitio de daño, quizá, al 

bloqueo de los agentes quimiotácticos que median la señalización en el sitio 

del daño.  

2. Las dosis de dapsona que mostraron una reducción significativa de neutrófilos 

infiltrados en el tejido de la médula espinal fueron las dosis únicas de 25 mg/kg 

y 37.5 mg/kg administradas 3 ó 5 horas después de la LTME.  

3. La dosis única de 37.5 mg/kg de dapsona mostró efectos significativos sobre la 

reducción de macrófagos al administrarse 3 horas después de la LTME. 

4. Los resultados no redujeron de manera significativa la actividad enzimática de 

MPO.   

5. Existe un comportamiento dosis-dependiente en la reducción de la infiltración 

de las células inmunes al administrar la dapsona.  

6. La dapsona mostró efecto neuroprotector en los estadios tempranos de la 

inflamación dentro de las primeras 24 horas posteriores a la LTME por 

contusión en rata. 
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7. PERSPECTIVAS  

1. Evaluar la recuperación funcional del tren posterior de los animales a través de 

la escala de 21 grados Beatie-Basso-Bresnahan (BBB Score) con la 

administración de las dosis únicas estudiadas en el presente trabajo.  

2. Evaluar el curso temporal del bloqueo de los macrófagos durante el pico 

máximo de reclutamiento con la administración de dapsona. 

3. Determinar si el bloqueo del reclutamiento de ambas células promueve la 

recuperación funcional y si aumenta la cantidad de tejido preservado a largo 

plazo. 

4. Determinar por pruebas moleculares el efecto de la dapsona en cada etapa de 

la respuesta inflamatoria a través de la expresión de los agentes quimiotácticos 

y pro-inflamatorios.  

5. Diseñar un esquema de tratamiento terapéutico que pudiera ser aplicable a los 

pacientes con diagnóstico de LTME.   
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ABREVIATURAS 

 

AA  Ácido araquidónico 

ATP  Adenosín trifosfato 

BHE  Barrera hematoencefálica 

C5a  Caspasa 5a 

Ca2+  Calcio (ión) 

CE  Células endoteliales 

COX  Ciclo-oxigenasa 

DAG  Diacilgricerol 

DDS  Dapsona ó 4-4 diaminodifenilsulfona 

ERN  Especies reactivas de nitrógeno 

ERO  Especies reactivas de oxígeno 

FACS  Fluorescence activated cell sorting o separación de células activadas 

por fluorescencia 

FITC Fluoresceína 

fMP  N-formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina 

FSC Forward Scatter, complejidad celular 

GFAP            Proteína ácida fibrilar 

H2O2  Peróxido de hidrógeno 

HTA  Hexadeciltrimetilamonio 

HE  Hematoxilina y eosina 

HClO  Ácido hipocloroso 

IHQ  Inmunohistoquímica (técnica) 

IL  Interleucina 

IMF  Intensidad media de fluorescencia 

IP3  Inositol 1,4,5-trifosfato 

K+  Potasio (ión) 

LOX   Lipo-oxigenasa 

LTB4  Leucotrieno  B4 
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LTME  Lesión traumática de la médula espinal 

ME   Médula espinal 

mGluR Receptor metabotrópico de glutamato 

MPO  Mieloperoxidasa (enzima) 

MMP  Metaloproteínasas 

Na+  Sodio (ion) 

NO  Óxido Nítrico 

PBS  Solución buffer de fosfatos (Posphate Buffer Solution) 

PE  Ficoeritrina 

PEG  Polietilenglicol 

PIP2  Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 

PLA2  Fosfolipasa A2 

PLC  Fosfolipasa C 

PMA  Acetato forbolmiristato 

SN  Sistema nervioso 

SNC  Sistema nervioso central 

SNP  Sistema ervioso periférico 

SSC  Side Scatter, tamaño celular 
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ANEXOS 

 

El presente trabajo fue presentado de manera parcial en los siguientes eventos: 

 

XXVII Reunión Anual de Investigación 2012 del Instituto Nacional de Neurología 

y Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez” con el título “Evaluación del efecto anti-

inflamatorio de Dapsona en un modelo de Lesión Traumática de la Médula Espinal 

en ratas”, en presentación oral. 

 

Society for Neuroscience Annual Meeting New Orleans 2012 con el título 

“Dapsone decreases neutrophil´ arrival to the site after Spinal Cord Injury” en 

Nueva Orleans, Louisiana, EUA, en version poster. 

 

 

XXVIII Reunión Anual de Investigación 2013 del Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez” con el título “La dapsona 

previene la infiltración de neutrófilos después de una lesión traumática de la 

médula espinal en ratas”, en versión poster. 

 

Society for Neuroscience Annual Meeting San Diego 2013 con el título 

“Dapsone reduces macrophages infiltration after Spinal Cord Injury” en San Diego, 

California, EUA, en versión poster. 

 

 

 



 

100 

 

Evaluación del efecto anti-inflamatorio de la Dapsona en un 

modelo de Lesión Traumática de la Médula Espinal en ratas  

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGÍA Y NEUROCIRUGÍA 

 “MANUEL VELASCO SUÁREZ” 

XXVII REUNIÓN ANUAL DE INVESTIGACIÓN 

 
Evaluación del efecto anti-inflamatorio de dapsona en un modelo de lesión 

traumática de la médula espinal en ratas 
 

Diana Marlene De Jesús Nicolás1,3, Benjamín Pineda Olvera2, Lucero 
VillavicencioBecerril1,4, Camilo Ríos1,3, Araceli Díaz-Ruíz1 

 

1. Departamento de Neuroquímica y  
2. Laboratorio de Neuroinmunología. Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez” 
3. Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad Xochimilco 
4. Facultad de Química. Universidad Nacional Autónoma de México 
 
 
Introducción. Durante la etapa aguda después de ocurrida una lesión traumática de la 
médula espinal (LTME) se activan mecanismos autodestructivos que provocan daño 
irreversible del tejido entre estos se encuentra la respuesta inflamatoria, la migración de 
neutrófilos y la activación de la mieloperoxidasa (MPO), que produce ácido hipocloroso 
(HClO). Se sabe que la dapsona tiene efecto anti-inflamatorio en desórdenes 
caracterizados por la acumulación de neutrófilos. 
 
Objetivo. Evaluar el efecto anti-inflamatorio de la dapsona en un modelo de LTME en 
ratas. 
 
Materiales y métodos. Se utilizaron ratas Wistar hembras, sometidas a una LTME por 
contusión. Se les administró 12.5 y 25 mg/kg de dapsona a 3 y 5 horas posteriores a la 
lesión. El análisis de las muestras de médula espinal se realizó por citometría de flujo 
empleando marcadores para neutrófilos y MPO. Los neutrófilos fueron caracterizados por 
tamaño y morfología. La detección de MPO se determinó por su intensidad media de 
fluorescencia. 
 
Resultados. El número de neutrófilos infiltrados en el tejido fue menor en los animales 
tratados con dapsona a 3 y 5 horas posteriores a la lesión con respecto de aquellos que 
fueron tratados solo con vehículo. La MPO presente tuvo la misma tendencia.  
 
Discusión. Se ha obtenido una reducción en el número y porcentaje de neutrófilos 
infiltrados en el tejido por efecto de la dapsona al bloquear la actividad quimiotáctica de 
leucotrieno B4.  El papel de la infiltración de los neutrófilos en el daño secundario está 
asociado a reacciones inflamatorias y daño tisular en este padecimiento por acción del 
HClO secretado por acción enzimática de MPO. 
 
Conclusión. La dapsona tiene la capacidad de disminuir la llegada de neutrófilos al sitio 
de daño, este hallazgo es relevante porque se sabe que a mayor cantidad de neutrófilos 
presentes en el sitio de la lesión es menor la recuperación funcional.  

 



 

101 

 

Evaluación del efecto anti-inflamatorio de la Dapsona en un 

modelo de Lesión Traumática de la Médula Espinal en ratas  

       

Dapsone decreases neutrophils’ arrival to the lesion site after spinal cord 
injury 

De Jesús Diana Marlene1,2, Villavicencio Lucero4, Díaz-Ruiz Araceli2, Pineda Benjamín3, 

Rios Camilo2 

1. Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad Xochimilco  
2. Departamento de Neuroquímica, Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez” 
3. Laboratorio de Neuroinmunología, Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez” 
4. Universidad Nacional Autónoma de México, Facultad de Química 
 
Key words: spinal cord injury, dapsone, anti-inflammatory effect 

After spinal cord injury (SCI), a series of self-destructive mechanisms are activated, 
including excitotoxicity, oxidative stress, apoptosis and inflammation. Soon after injury, 
activated neutrophils (N) penetrate tissue to produce hypochlorous acid through the action 
of myeloperoxidase (MPO) enzyme. Dapsone has shown anti-inflammatory effects in 
disorders characterized by (N) accumulation. The objective of this study was to evaluate 
the effect of dapsone on (N) tissue penetration in a model SCI in rats. 

Female Wistar rats were submitted to spinal cord injury by contusion, using the NYU-
Impactor device. Single doses of 12.5, 25 or 37.5 mg/kg of dapsone were administered to 
rats either 3 or 5 hours after SCI. Additional groups of rats were treated with vehicle or 
sham surgery. Twenty four hours later, animals were killed and the number of (N) in the 
spinal cord tissue was counted using flow cytometry. 

We observed a 25-fold increase in the number and percentage of N by effect of SCI, as 
compared to sham surgery group values. This effect was significantly diminished by 
dapsone in a dose-dependent manner. The 25 mg/Kg dose was able to reduce (N) 
penetration almost to control values both when administered 3 or 5 h after SCI.  

Results from the present study demonstrate that systemically administered dapsone is 
able to diminish (N) penetration to the site of spinal cord injury and then may help to 
reduce free radicals overproduction and tissue damage to the surrounding tissue. 
Supported by CONACYT grant 70064. 
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Introducción. En la etapa aguda de la lesión traumática de la médula espinal (LTME) se 
activan mecanismos que llevan a la pérdida de tejido, entre estos, la respuesta 
inflamatoria tiene un participación importante al observarse un reclutamiento de neutrófilos 
en el sitio lesionado, así como la activación de la  mieloperoxidasa (MPO), que produce 
ácido hipocloroso (HClO). La dapsona ha mostrado un efecto anti-inflamatorio en 
enfermedades caracterizadas por la acumulación de neutrófilos y un efecto neuroprotector 
en isquemia e infarto cerebral. 
 
Objetivo. Determinar la dosis-respuesta del tratamiento con dapsona con base en la 
presencia de neutrófilos y MPO así como en la cantidad de tejido preservado en un 
modelo de LTME en rata 
 
Materiales y métodos. Se utilizaron ratas Wistar hembras sometidas a una LTME, 
tratadas con 12.5, 25 y 37.5 mg/kg de dapsona 3 h después del daño. El análisis 
histológico se realizó mediante técnicas de tinción, así como por un estudio 
inmunohistoquímico de neutrófilos y MPO con el anticuerpo secundario bitinilado 
estreptavidina-HRP. 
 
Resultados. La infiltración de neutrófilos y la cantidad de MPO en el tejido dañado fue 
menor, mientras que la cantidad de tejido preservado fue mayor en los animales tratados 
con las dosis de 25 y 37.5 mg/kg en comparación con los animales tratados con vehículo. 
 
Discusión. En este trabajo observamos una reducción dosis-dependiente de la cantidad 
de neutrófilos infiltrados en el tejido por efecto de la dapsona. La actividad de MPO se 
redujo y hubo menor pérdida de tejido en los animales tratados con dapsona, quizá como 
consecuencia de la disminución del daño oxidativo generado por esta enzima. 
 
Conclusión. Con base tiene estos resultados concluimos que la dapsona tiene efecto 
regulador de la quimiotaxis de neutrófilos que lleva a una menor cantidad de MPO y a 
través de este mecanismo ejerce un efecto neuroprotector.  
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Abstract: After spinal cord injury (SCI) mechanisms are activated that result in tissue loss. 
Inflammatory response plays a key role by neutrophils and macrophages recruitment into the 
injured site as well as myeloperoxidase enzyme (MPO) activation, which produces 
hypochlorous acid (HClO) from hydrogen peroxide (H2O2). Dapsone or 4,4’-
diaminodiphenylsulfone (DDS) has shown anti-inflammatory effects in diseases characterized 
by neutrophil accumulation and a neuroprotective effect in ischemia and brain infarction 
models in animals, as well as in patients. Previously, our group showed that dapsone reduces 
neutrophils infiltrated in epicenter lesion, so the objective of this work was determining the 
dose-response of DDS to decrease the number of neutrophils, macrophages, MPO activity and 
spared spinal cord tissue compared to treatment with vehicle.  
 
Female Wistar rats were subjected to SCI by contusion and were treated with 12.5, 25 and 
37.5 mg/kg of DDS as a single-dose 3 hours after injury. Then, damaged epicenter of spinal 
cord tissue was obtained 24 hours after injury. Approximately 1 cm of the spinal cord where 
there was damage was removed after perfusion and embedded in paraffin blocks. Longitudinal 
sections 5 microns were obtained. Histological analysis was performed using staining 
techniques for neutrophils and macrophages, as well as an immunohistochemical study for 
MPO with secondary antibody biotinylated streptavidin-HRP. The number of macrophages in 
epicenter lesion was determined by flow cytometry and MPO activity was measured by UV-
spectroscopy by absorbance change when o-dianisidine and hydrogen peroxide were added to 
samples as substrates. Results of enzyme activity were expressed as international units of 
MPO per gram wet tissue, where one international unit of MPO activity was defined as 1 μmol 
hydrogen peroxide metabolized per minute at 25 °C.  
 
Neutrophil and macrophages infiltration and MPO activity in the damaged tissue was reduced 
in animals treated with doses of 25 and 37.5 mg/kg as compared to animals treated with 
vehicle. In this study we observed a dose-dependent reduction of the number of neutrophils 
infiltrating the tissue effect of dapsone.  
 
Macrophages and MPO activity was reduced and there was loss tissue in animals treated with 
dapsone, perhaps as a result of reduced oxidative damage generated by this enzyme. We 
conclude that the regulatory effect of dapsone on neutrophils and macrophages chemotaxis 
leads to a lower amount of MPO and through this mechanism exerts a neuroprotective effect. 


