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Los MicroRNAs neuroprotectores en el daño secundario de la lesión medular
traumática
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Resumen
Objetivo: Identificar microRNAs cuyos niveles varían específicamente tras una lesión medular traumática.
Material y método: en un modelo animal murino (Rattus norvegicus (rata) de la cepa Wistar) se realizó lesión
medular mediante contusión, y los fragmentos medulares fueron extraídos a las 24 horas, 3 días y 7 días post-
lesión. Los patrones de expresión de los animales lesionados se compararon con animales control en los que se
realizó laminectomía sin lesión y con un grupo de animales en los que no se realizó ninguna cirugía anterior a
la extracción.
Resultados: Entre los microRNAs que mostraron una alteración tras la lesión de la médula espinal destaca
miR-21, el cual ha sido implicado en el proceso de apoptosis en el sistema nervioso. 
Conclusión: la lesión de la médula espinal produce alteraciones importantes en los niveles de expresión de mi-
croRNAs que participan en los procesos que acontecen en dicha lesión, tales como apoptosis e inflamación.
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❙ ORIGINAL

Abstract
Aim: Identify microRNAs whose levels change specifically after traumatic spinal cord injury.
Materials and methods: in a murine animal model (Rattus norvegicus (rat) Wistar), spinal cord injury was in-
duced by contusion and the medullar fragments were extracted 24 hours, 3 days and 7 days post-injury. The
expression patterns of the injured animals were compared with animals that had laminectomy without injury
and animals that had no surgery before the extraction.
Result: among the microRNAs that change after spinal cord injury it is miR-21 that has been implicated in
apoptosis in the nervous system. 
Conclusion: spinal cord injury causes dramatic changes in the microRNA expression pattern that have a role
in the proccesses that take place in the injury as apoptosis and inflamation.
Key-words: 
MicroRNA, spinal cord injury, apoptosis.
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❙ Introducción
La lesión traumática del sistema nervioso central (SNC)

es una de las principales causas de muerte y discapacidad
en los países desarrollados [1]. La mayoría de los casos de
lesión medular se producen por accidentes, en particular de
tráfico, y el daño inflingido resulta en la fractura o disloca-
ción de la columna vertebral que produce una combinación
de compresión y flexión de la médula espinal torácica o cer-
vical [2]. La lesión de la médula espinal (LME) produce un
daño tisular inicial seguido del desencadenamiento de pro-
cesos nocivos que se extienden durante días o años e incre-
mentan el área de lesión. Es posible distinguir dos etapas
durante la LME, una fase aguda inicial denominada lesión
primaria durante la cual se destruye el tejido nervioso afec-
tado directamente por la acción traumática y una fase su-
baguda denominada lesión secundaria, en la que la lesión
inicial se ve exacerbada con la acción de procesos celulares
y moleculares nocivos que conducen a la muerte celular del
tejido nervioso no afectado inicialmente y a la generación
de una barrera que impide la neuroreparación [3-5].

Los microRNAs (miRNAs) son moleculas reguladoras de
la expresión de RNA mensajeros (mRNA). Constituyen
segmentos de unos 22 nucleótidos no codificantes que sue-
len localizarse en secuencias intrónicas. Una vez transcritos
y procesados, los microRNAs maduros entran a formar
parte del denominado complejo de silenciamiento inducido
por RNA (RISC), donde también se dirigen los mRNAs,
que son silenciados por apareamiento de bases. Reciente-
mente se ha descrito el patrón de expresión de miRNAs en
el sistema nervioso [6-8] y cómo los niveles de expresión de
varios de ellos cambian en enfermedades neurodegenerati-
vas como Alzheimer y Parkinson [9-11].

Aunque se han probado numerosas terapias en modelos
animales para tratar la lesión de médula espinal [12], no
existe un tratamiento regenerador de la función nerviosa.
En este  trabajo hemos identificado el patrón de expresión
de microRNAs propio de la lesión medular dañada por
contusión y validado aquellos implicados en apoptosis co-
mo candidatos a inferir una actividad neuroprotectora po-
tencialmente capaz de prevenir la apoptosis en la lesión me-
dular secundaria. 

❙ Materiales y métodos
Incluimos en el estudio 35 ratas (Rattus norvegicus) de

12-14 semanas, con un peso nunca inferior a 200 g. Se rea-
lizaron 7 grupos experimentales, atendiendo al tipo de tra-
tamiento quirúrgico, con un total de 5 ratas por grupo. Así
se realizó un grupo control, que no sufrió cirugía previa a
la extracción del tejido, y grupos con una laminectomía sin

contusión y con contusión medular, sacrificados a tres tiem-
pos: 24 horas, 3 días y 7 días. La lesión medular se realizó
mediante laminectomia y contusión a nivel torácico de T8,
tras asegurar la médula en un aparato estereotáxico, con
pinzas a nivel de T7 y T9. Los animales fueron anestesiados
con pentobarbital sódico 40 mg/Kg (Dolethal, Vetoquinol,
Lure Cedex, Francia). La contusión se realizó con un apa-
rato IH (Spinal Cord Impactor de Precision System & Ins-
trumentation, LLC, Va) con el cual se aplicó un impacto de
200 kilodinas. Los animales lesionados, previamente a su
sacrificio, fueron sometidos al test de Basso, Breattie y Bres-
nahan, que evalúa la función motora en base a la articula-
ción de la cadera, rodilla y tobillo [13]. Los fragmentos me-
dulares, de 1,5 cm de la médula comprendiendo el área de
lesión y parte del tejido adyacente, se extrajeron en fresco,
sacrificando a los animales justo antes de la extracción. Los
fragmentos medulares fueron mantenidos en RNAlater
(Qiagen) hasta el momento de la extracción del RNA.

Aislamiento de RNA
Se extrajo el RNA total mediante QIAzol Lysis Reagent

(Qiagen) y a continuación se purificó mediante el kit de ais-
lamiento de RNA miRNeasy (Qiagen). La calidad y con-
centración del RNA total se determinó midiendo la absor-
bancia en el ultravioleta a 260/280 y 260/230 con un
espectrofotómetro Nanodrop ND 1000, y el índice RQI,
que determinó la integridad del RNA total, se valoró con
un sistema de análisis electroforético Experion (BioRad).
Las muestras incluidas en el estudio presentaron ratios
260/280 >1,8 y≤<2,2 y el índice RQI >7,5.

Análisis mediante microarray de microRNA
Las muestras de RNA total se hibridaron con miRCURY

LNA® microRNA Array Kit de Exiqon, que contiene son-
das para la base de datos Sanger mirBASE 9.0 completa.
Para la hibridación se utilizó, en todas la muestras, 1 µg de
RNA total marcado con Hy3 y 1 µg de muestras marcado
con Hy5. Ambos marcajes se mezclaron previamente a la
hibridación, que se efectuó en un horno de hibridación con
rotación a 20 rpm a 65º C, empleando las cámaras de hibri-
dación SureHyb hibridization chambers (Agilent Technolo-
gies). La lectura de la señal se efectuó mediante un aparato
Axon GenePix 4000B microarray scanner (Axon Instru-
ments). 

Análisis estadístico
Los datos obtenidos se analizaron con el software Axon

GenePix Pro y a continuación se normalizaron con el mé-
todo de estabilización de la varianza de Huber. Las compa-
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raciones entre tratamientos se realizaron mediante una
aproximación paramétrica basada en el test t de Student
con un ajuste de probabilidades según el método False Dis-
covery Rate (FDR) de Benjamini, utilizando el paquete
Multtest de R. 

PCR Real Time 
Una vez determinados los miRNA cuyos niveles de expre-

sión varían, se validaron mediante PCR cuantitativa (Real
Time) en un instrumento Taq-Man 7900HT Fast (PE Ap-
plied Biosystems). Se realizó cuantificación relativa según el
método 2-∅∅Ct, empleando como control endógeno el gen
U6 rRNA y como muestra calibradora la media de las
muestras procedentes de las ratas control (sin cirugía previa
a la extracción del fragmento medular). Como primeras y
sondas TaqMan se emplearon los ensayos TaqMan para
microRNAs y el TaqMan MicroRNA Reverse Transcrip-
tion Kit de Applied Biosystems, de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante. Brevemente, se tomaron 10 ng de
RNA total para la reacción RT (retrotranscriptasa) en un
volumen final de 15 µl, de los que posteriormente se emple-
aron 1,33 µl para la reacción de amplificación (2 ng). Para
la reacción Real Time se utilizaron 3 muestras por trata-
miento y cada muestra se analizó por triplicado. Las reac-
ciones se programaron en el modo 9600 emulation y con-
sistieron en un paso de 10 min a 95º C y 40 ciclos (15 sec a
95º C + 60 sec a 60º C).

❙ Resultados
La lesión medular experimental por contusión produjo

una parálisis medular motora de grado medio reproducible
(Figura 1), a pesar de existir un incremento espontáneo en
la recuperación de la función motora, a medida que trans-
currió el tiempo tras la lesión, la  mayoría de los animales
presentaron una respuesta homogénea.

La lesión medular indujo represión general de la expre-
sión de microRNAs e identificamos un total de 345 genes
que presentaron cambios significativos tras la lesión, de los
cuales 257 correspondieron a la lesión de 7 días en compa-
ración con la laminectomia de 7 días. Atendiendo a estos
cambios, se encontró que había microRNAs sobreexpresa-
dos y reprimidos, y que el número de genes con cambios
aumentaba a medida que aumentaba el tiempo tras la le-
sión, siendo la represión el efecto predominante (Figura 2).
El dendrograma de los niveles de expresión de las muestras
mostró la existencia de tres grupos, el primero constituido
por las lesiones de 7 días, el segundo constituido por las le-
siones de 3 días y algunas de 1 día, y el tercero constituido
por los animales con laminectomía y los control, lo que in-

dica una correlación entre el tratamiento realizado y la dis-
tribución de los especimenes que componen el estudio.

Algunos de los microRNAs con cambios en la lesión me-
dular corresponden a moléculas reguladoras de apoptosis,
como fueron miR-129*, miR-29c y miR-144, cuyos niveles
de expresión se reprimen en nuestro sistema y miR-21, cu-
yos niveles de expresión aumentan tras la lesión. El mi-
croRNA miR-21 ha sido descrito como una molécula que
ejerce una función antiapoptótica en el tejido nervioso. Los
niveles de expresión de miR-21 aumentaron significativa-
mente a los 3 y 7 días tras la lesión medular, respecto a los
individuos control (Figura 3). Dicho resultado fue confir-
mado mediante PCR cuantitativa, Real Time, en 3 de las 5
muestras empleadas para el análisis de microarrays, confir-
mando que los niveles de expresión de miR- 21 aumentan
del orden de 3-4 veces de magnitud a los 7 días tras sufrir
una contusión medular.
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Fig. 2. La mayoría de los microRNAs con cambios significativos,
corresponden a microRNAs que se reprimen como consecuencia
de la lesión.

Fig. 1. Recuperación de la función nerviosa de los animales lesio-
nados con la puntuación obtenida en la escala BBB.



❙ Discusión
En el presente trabajo de investigación estudiamos los

efectos de la contusión medular sobre los niveles de expre-
sión de microRNAs.  Encontramos que, en nuestro modelo
de contusión, 345 microRNAs cambian significativamente
sus niveles de expresión. Las diferencias en los cambios de
expresión aumentan a lo largo del tiempo tras la lesión, en-
contrándose un total de 257 cambios en la lesión de 7 días
respecto a la laminectomía a igual periodo de tiempo. Cabe
destacar que la gran mayoría de los cambios de expresión
se debe a una represión. Esta represión general de los mi-
croRNAs ya ha sido descrita para otros procesos biológicos
[14, 15]. Otros estudios realizados en ratón, donde la le-
sión se realizó por compresión, indican el mismo número
de microRNAs con aumentos de expresión y con disminu-
ción, (un total de 5 microRNAs), aunque no indican el nú-
mero total de cambios [16].  Así mismo, en un estudio en
rata donde el modelo de lesión es también contusión aun-
que a diferente nivel (T10 respecto a T8 en nuestro estudio)
y realizada la contusión con instrumental menos preciso y
reproducible que en nuestro estudio, también encuentran
un número similar de microRNAs con aumento y con dis-
minución de los niveles de expresión [17]. 

Los tiempos escogidos para detectar los cambios de ex-
presión que acontecen tras una lesión medular son 1, 3 y 7
días. Los procesos biológicos que ocurren en una lesión de
este tipo en este periodo temporal conducen fundamental-
mente a inflamación y apoptosis. La respuesta a un trauma
de estas características presenta 2 oleadas de infiltración ce-
lular [18]. En rata, los neutrófilos aparecen en la zona de
lesión a las 4-6 horas tras el daño, siendo máximos a las
12-24 horas y desapareciendo a los 5 días [19]. Los macró-

fagos infiltrados aparecen en la lesión a los 2 días, y perma-
necen durante meses.  Por tanto, la elección de los tiempos
de 24 horas y 3 días se justifica debido al gran número de
procesos inflamatorios causados por la infiltración de neu-
trófilos y células T en el área de lesión, mientras que  tanto
en las primeras horas tras la lesión como a los 7 días se pro-
duce una oleada de apoptosis que afecta  al área de lesión y
al tejido adyacente [20]. 

Numerosos estudios sobre mejora de la función motora y
sensorial tras la lesión medular traumática se apoyan en el
hecho de que es posible proteger el tejido que ha sufrido un
daño traumático medular, favoreciendo así la regeneración.
Si bien es difícil evitar la muerte inicial de tipo necrótico de
las células en el área de lesión, sí es posible diseñar estrate-
gias que protejan a aquellas células no dañadas que durante
la lesión secundaria inician el programa apoptótico, hacien-
do posible una mejora en la función nerviosa [4, 20]. Aten-
diendo a las propiedades neuroprotectoras de distintas sus-
tancias se han desarrollado estrategias que interfieren con
los factores nocivos que participan en los procesos desenca-
denados durante el daño secundario. Así en la fisiología de
LME se han utilizado corticosteroides, gangliósidos, anta-
gonistas opioides, inhibidores de receptores glutamatérgi-
cos y de canales iónicos, inhibidores de ciclooxigenasa 2,
antibióticos como minociclina, inmunosupresores (FK506
o ciclosporina), eritopoyetina (EPO) y proteínas anti-apop-
tóticas [21]. 

El microRNA miR-21 se ha encontrado sobreexpresado
en procesos traumáticos del sistema nervioso central tanto
en cerebro como en la médula espinal [17, 21] y ha sido des-
crito como una molécula con efectos antiapoptóticos en un
gran número de procesos biológicos. En el sistema nervioso
produce un efecto antiapoptótico en una línea celular de
glioblastoma humano [22] y su disrupción limita el creci-
miento celular e incrementa la susceptibilidad a apoptosis
de un glioma [23]. En diversos tipos de cáncer confiere al tu-
mor resistencia frente a la apoptosis y reduce la eficacia de
los tratamientos quimioterápicos [24-27]. A pesar de que es-
tos efectos resulten adversos en oncología, podrían ser muy
beneficiosos a la hora de minimizar la pérdida de tejido neu-
ral en una lesión medular. En este estudio hemos descrito
que se produce un incremento en los niveles de expresión de
miR-21 en la lesión medular y que dicho aumento se incre-
menta a medida que transcurre el tiempo tras la lesión. Sin
embargo, los efectos antiapoptóticos que esta expresión
pueda tener en el proceso lesivo no son suficientes, puesto
que no previenen la manifestación clínica de la lesión. Sin
embargo, éste efecto antiapoptótico podría verse potenciado
si fuésemos capaces de inducir unos niveles elevados de
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Fig. 3. Aumento en el grupo intervenido de los niveles de expre-
sión de miR21 7 días post-lesión (* p <0,05).



miR-21 en los primeros momentos de la lesión, acelerando
el efecto protector endógeno, por lo que proponemos al mi-
cro-RNA miR-21 como potencial herramienta terapéutica.

El hecho de que los microRNAs en general actúen de ma-
nera directa sobre las moléculas diana, de forma rápida, y
su pequeño tamaño, las convierte en prometedoras herra-
mientas terapéuticas en cuanto a la capacidad de conferir
especificidad y eficacia al tratamiento. Así, en este estudio
se postula que la aplicación de microRNAs de acción neu-
roprotectora en los primeros momentos tras sufrir un trau-
ma medular, permitirá atenuar el daño secundario, favore-
ciendo la recuperación funcional y permitiendo el éxito de
las terapias regenerativas. Estas terapias podrían aplicarse a
otras enfermedades del sistema nervioso central, en las que
la muerte celular  juega un papel decisivo, tales como enfer-
medades neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer o Hun-
tington) y la lesión cerebral traumática. ❙
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