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La médula espinal es la parte del sistema nervioso central que, junto con el 
cerebro, actúan como centro receptor para todos los estímulos exteriores, 
que se traducen en información y a su vez generan una respuesta. Este sis-
tema hace posible la percepción y entendimiento del medio que nos rodea, 
así como la propiocepción dentro del organismo. Cuando existe una lesión 
de médula espinal a causa de un accidente o por alguna enfermedad, existe 
un daño directo a esta vía de información que impide una buena calidad de 
vida a las personas siendo una condición que afecta de forma personal y 
colectiva. Actualmente existen diferentes tratamientos con el único objetivo 
de mitigar los daños provocados por la lesión; sin embargo, esto no garantiza 
una recuperación de las funciones de la médula espinal. Por lo anterior, es 
importante fortalecer la investigación científica que brinde información acerca 
de los procesos de regeneración con enfoque en moléculas, mecanismos o 
genes que den paso a la creación de dianas terapéuticas. Para ello, es nece-
sario el uso de modelos animales, que, con ayuda de herramientas como la 
biología molecular, permitan estudiar el sitio de la lesión, así como los proce-
sos que llevan a una recuperación de la función. Es por ello por lo que en el 
presente trabajo se propone el estudio de frizzled 7, un gen reportado por su 
papel en la inducción de neurogénesis y reconexión axonal en especies como 
Xenopus laevis y Danio rerio, con el fin de poder generar conocimiento que 
aporte a futuro al área de investigación de medicina regenerativa.
Para la evaluación de la expresión del gen frizzled 7, se lesionó la médula es-
pinal de peces cebra adultos y después de el periodo establecido de acuerdo 
con la literatura, se sacrificaron los ejemplares y se evaluó por medio de RT-
PCR la expresión del gen en cuatro diferente momentos tras el daño inicial. 
De lo anterior, se obtuvo una diferencia en el patrón de expresión, lo que 
sugiere que frizzled 7 sí contribuye a la regeneración de la médula espinal en 
peces cebra adultos.
Palabras clave: médula espinal, regeneración, biología molecular. 
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The spinal cord and the brain are parts of the central nervous system in char-
ge of receiving all external stimuli, which are then translated into information 
that generates a response in the individual. This system helps to perceive 
and understand the surrounding environment, and it is also in charge of the 
proprioception inside the organism. When a spinal cord lesion occurs after 
and accident or due to disease, the direct damage to the information pathway 
translates into a poor quality of life, affecting not only the person who suffer it, 
but also to the people around them. There are different treatments, mainly fo-
cused on the mitigation of the damage produced by the lesion; however, they 
may not aid the recovery of the spinal cord function. Therefore, it is important 
to strengthen the scientific research into the understanding of the regenerati-
ve processes, which can be focused on molecules, mechanisms or genes that 
will eventually help to create therapeutic targets. Model animals, together with 
molecular biology studies can study the lesion site and the processes behind 
the recovery of the spinal cord function. Therefore, this study used frizzled 7, a 
gene involved in neurogenesis and axon reconnection in Xenopus laevis and 
Danio rerio, to provide information that may aid future research in regenerati-
ve medicine.

To evaluate the expression of frizzled 7, we induced spinal cord lessions in 
adult zebrafish. After an established period, the fish were euthanized and 
using RT-PCR we evaluated the expression of the gene in four different time 
points. 
We found differences in the expression pattern, suggesting that frizzled 7 
plays a role in the spinal cord regeneration in adult zebrafish.

Keywords: spinal cord, regeneration, molecular biology
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1.1 Sistema nervioso central y médula espinal

En vertebrados, incluido el hombre, el sistema nervioso central (SNC) es ce-
rebro- espinal debido a que lo compone el encéfalo y la médula espinal, am-
bas estructuras convergen para formar ramificaciones nerviosas que llegan a 
diferentes puntos a lo largo de la médula. En mamíferos el sistema nervioso 
se origina a partir del ectodermo (capa germinal presente en el desarrollo 
embrionario) (Orestes Cendreno, 1966) .
La médula espinal se encuentra contenida por un canal espinal, protegido por 
estructuras óseas llamadas vertebras. Se integra por 31 segmentos: 8 son 
cervicales, 12 torácicos o también llamados dorsales, 5 lumbares, 5 sacros y 
1 coccígeo (figura 1), cada uno tiene un par de raíces: dorsal y ventral y un 
par de nervios espinales, con excepción del primer segmento cervical (figura 
2) (Ponz & Barber, 1993).

1.1.2 Función de la médula espinal
Las funciones principales de la médula espinal son tres: enviar comandos 
motores del cerebro al cuerpo, transportar la información sensorial que el 
cuerpo percibe del exterior al cerebro y coordinar los reflejos, para propor-
cionar el movimiento necesario en la vida de un individuo (Thau et al., 2022)
Dicho de otra forma, la médula espinal es el conducto de percepción de infor-
mación y respuesta entre el cerebro y el resto del cuerpo, esto es posible por 
el intercambio de señales motoras desde la corteza motora a los músculos e 
información sensorial desde las fibras aferentes a la corteza sensorial, este 
proceso ocurre bidireccionalmente. En ciertos casos, la médula espinal pue-
de coordinar de forma independiente los reflejos, o lo que conocemos como 
arco reflejo, este tipo de movimiento permite que el cuerpo responda a la 
información sensorial sin esperar la respuesta del cerebro (Derderian et al., 
2023; Thau et al., 2022) .
1.1.3 Sustancia Gris
La sustancia gris de la médula espinal forma una estructura en forma de H 
cuando se observa en un corte transversal, está compuesta de somas (ver 
glosario), células gliales y dendritas, se conecta por un canal central que 
está revestido con epitelio cilíndrico ciliado y lleno de líquido cefalorraquídeo 
(figura 2).
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Figura 1: A) Anatomía humana de SNC. Imagen tomada y traducida de Cho, 2015 B) Corte transversal de médula 
espinal imagen tomada y traducida de Sheerin 2004.

La proporción de sustancia gris y blanca varía en los diferentes niveles de la 
médula espinal (Bican et al., 2013).

1.1.4 Sustancia blanca
La materia blanca está organizada en tractos. Los tractos ascendentes llevan 
información de los receptores sensoriales a niveles más altos del SNC, mien-
tras que los tractos descendentes llevan información del SNC a la periferia. 
No contiene cuerpos celulares neuronales y está formada en su gran mayoría 
por axones mielinizados y oligodendrocitos. 
(Bican et al., 2013).

Región 
cervical

Materia
blanca

Materia gris

Región 
torácica

Región 
lumbar

Región 
sacral
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Existen múltiples causas que afectan directamente los nervios de la médula 
espinal limitando la capacidad motriz en humanos. A continuación, se men-
cionan las principales afecciones a la médula espinal:

Tabla 1: 
Principales factores que provocan discapacidades motoras y sensoriales en 
humanos.

E N F E R M E D A D E S
Enfermedad Características Tratamiento Referencias

Esclerosis 
múltiple (EM)

Provoca parálisis ascendente.

Existe una pérdida de mielina.

Puede provocar cuadriplejia. 

Se caracteriza por un estado de 
inflamación constante.

Administración de 
acetato de glatiramero 
(GA) e interferón 
-β (IFN-β) como 
neuroprotectores.

Administración de 
esteroides. 

Fármacos para la 
supresión del sistema 
inmune buscando 
reducción de inflamación.

Pérez Giraldo 
& Ortiz García, 
2021, Zindler 
& Zipp, 2010, 
Pilz et al., 
2008, Galetta & 
Bhattacharyya, 
2019

Atrofia 
muscular 

espinal 
(AME)

Provoca atrofia y debilidad 
muscular como resultado del 
daño de motoneuronal en la 
médula espinal. 

Puede provocar insuficiencia 
respiratoria e incluso la muerte.

Terapia génica con 
vectores virales que 
expresan el gen SMN 
para la restauración 
neuronal.

Foust et al., 
2010; Passini 
et al., 2010, 
Kolb & Kissel, 
2015; Tisdale & 
Pellizzoni, 2015.

Esclerosis 
lateral 
amiotrófica 
(ELA)

Enfermedad de carácter 
degenerativo a causa de muerte 
de neuronas motoras.

Se manifiesta con debilidad de 
extremidades.

Fármaco Riluzol® 
(antagonista del 
glutamato) para retardar 
el uso de ventilación 
mecánica. 

Castro-
Rodríguez et al., 
2021, Hardiman 
et al., 2011, 
Bensimon et al., 
1994.

L E S I O N E S    D E     M É D U L A
Tipo de 
lesión 

Características Tratamiento Referencias

Primaria

Daño mecánico inicial como 
consecuencia de un trauma 
físico externo y directo a la 
médula espinal debido lesiones 
contundentes. Ejemplo: 
heridas de bala, accidentes 
automovilísticos, caídas, a causa 
de prácticas deportivas, etc.

Terapia con esteroides 
en dosis altas, tiene 
como limitante la 
administración inmediata, 
en un plazo no superior 
a ocho horas posteriores 
al daño o no se tienen 
resultados favorables.

Hachem et al., 
2017, Andrés-
Cano et al., 
2015, Druschel 
et al., 2013, Fan 
et al., 2018.
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Secundaria Provocada por una cascada de 
cambios fisiológicos y bioquími-
cos en el interior y exterior celular. 
Se define como una fase de pro-
ceso degenerativo contínuo tras 
la lesión. Los daños en la médula 
se traducen en problemas moto-
res, sensoriales y autonómicos. 

Ejemplos:  tetraplejía completa o 
incompleta.

Tratamiento farmacológi-
co, corrección quirúrgica 
y uso de células madre. 

Las limitantes son los 
altos costos, el riesgo y 
complicaciones de recu-
peración y falta de es-
tudios que garanticen la 
seguridad de las células 
madre para evitar la for-
mación de tumores. 

Pourcho et al., 
2001, Badner 
et al., 2017, Ta-
yanloo-Beik et 
al., 2021, Estra-
da-Mondaca et 
al., 2007

En lo que respecta a una LME, las diferentes ubicaciones y el alcance que 
tenga pueden causar diversos grados de discapacidad en las personas, que 
van desde la pérdida parcial de la función sensorial o motora hasta una pa-
rálisis completa debajo de la ubicación de la lesión (Haisma et al., 2007). En 
la figura 2 se ejemplifica el proceso que desencadena un daño puntual en la 
médula y se compaña con el cuadro 2 que describe lo que ocurre en el nicho 
de la lesión.

Figura 2: Daño de lesión primaria y secundaria tras una LME. El daño primario es seguido de una serie de even-
tos que desencadenan la perdida de función neuromotora del individuo. Tomada y modificada de Tayanloo-Beik 
et al., 2021.
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Tipo de desequilibrio/
proceso

Descripción Referencia

Hemorragia e isquemia

·	 Destrucción de BHE 

·	 Liberación de citoquinas 

·	 Ferroptosis por acumulación de Fe (ver 
glosario)

·	 Cambios en flujo sanguíneo/ falta de 
oxígeno en la zona

·	 Falta de ATP a las células

Stockwell, 2022, 
Beard et al., 1993; 
D. Liu et al., 2003, 
Mortazavi et al., 
2015, Sandler & 
Tator, 1976.

Desequilibrio iónico

·	 Daño en membranas celulares y cana-
les iónicos

·	 Ambiente celular citotóxico 

·	 Acidosis y apoptosis celular 

·	 Producción de radicales libres 

·	 Desmielinización de axones 

Lemke et al., 1987; 
Sharma, 2005, W. 
M. Liu et al., 2011, 
Nashmi & Fehlings, 
2001.

Secreción de 

citoquinas

·	 Secreción de citoquinas e inflamación 
en zona dañada

·	 Cambios en el microambiente medular

·	 Aumento de la presión intersticial

·	 Muerte de oligodendrocitos

·	 Daño neuronal debido a sobreactiva-
ción de respuesta inflamatoria 

·	 Activación de microglía (propicia el es-
tado inflamatorio) 

Xia & Zhu, 2015, 
Filella et al., 2002, 
Paintlia et al., 2011, 
Li et al., 2001; N. 
K. Liu & Xu, 2012, 
Mukaino et al., 
2010.

Debido a todo lo que implica el mecanismo de los daños en la médula y las 
limitantes que existen para proponer tratamientos efectivos y seguros que ga-
ranticen una mayor recuperación de movimiento para los pacientes, son ne-
cesarias las investigaciones en modelos animales con capacidad regenerati-
va como es el caso del presente trabajo. Entender el comportamiento de las 
lesiones y los procesos que conllevan a una recuperación de funcionamiento 
en órganos dañados tendrá efectos beneficiosos en la medicina regenerativa, 
tal como sucede con el estudio de la regeneración en el pez (Muneoka et al., 
2008). 

Tabla 2: Principales procesos que ocurren en el sitio de una LME
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3.1 Generalidades de la regeneración
La regeneración ha sido una interrogante que se ha tratado de responder 
por muchos años. Los mamíferos poseemos cierto grado de regeneración 
y es visible en la piel, el hígado y la sangre, sin embargo, no somos capa-
ces de regenerar extremidades u órganos complejos tras un daño y la poca 
capacidad regenerativa que poseemos, se va perdiendo con la madurez del 
organismo. La regeneración es variada entre especies y es evidente en or-
ganismos como salamandras, peces cebra, planarias, que pueden regenerar 
estructuras complejas como extremidades siendo perfectamente funcionales. 
Para poder explicar lo anterior, se propusieron dos teorías: una que indicaba 
que esta capacidad ha sido adquirida en algunas especies y otra que estable-
cía que es una propiedad presente en todos los seres vivos y se ha perdido; 
en ambos casos el proceso de evolución y adaptación de las especies era un 
factor en común (Maden, 2018, King & Newmark, 2012).  
Cuando ocurre un proceso regenerativo en cualquier organismo, existen una 
serie de pasos complejos que incluyen la participación de factores de creci-
miento (participan entre otras cosas en la comunicación celular), apoptosis, 
rutas metabólicas, señales inflamatorias y antiinflamatorias, desdiferencia-
ción y proliferación celular y todo esto es posible gracias a la participación 
de vías de señalización que desencadenan las acciones celulares necesaria 
para actuar en la zona de daño (Maden, 2018). 
La identificación con ayuda de análisis bionformàticos y moleculares de ge-
nes específicos que participan en la regeneración en modelos como el pez 
cebra debería ser útil para obtener información sobre mejores procesos tera-
péuticos en humanos debido a que esta capacidad ha disminuido en mamífe-
ros con la evolución; sin embargo, la comprensión de los procesos celulares, 
moleculares y bioquímicos podría proporcionar la información del eslabón 
perdido. (King & Newmark, 2012; Noorimotlagh et al., 2017).
Hasta el momento se podría decir que el sistema inmune de los mamíferos 
es tan eficiente en el momento de una lesión de alto grado que impide la re-
generación debido a que prioriza la cicatrización del daño, no obstante, hay 
mecanismos similares con aquellas especies que logran recuperar extremi-
dades completas. Un ejemplo de estas similitudes es la señalización celular 
temprana para la formación de blastema que es un cúmulo de células madre 
que permiten la reparación de una lesión (Alibardi, 2018). 
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3.1.1 Formación de cicatrices en mamíferos después de una lesión en 
médula espinal
Una cicatriz es una respuesta del organismo para separar el tejido nervioso 
de las células inflamatorias como medida de reducción de la respuesta neu-
roinflamatoria. La formación y el contenido en estas cicatrices es una parte 
fundamental para entender la patología de la LME después de la respues-
ta inicial del organismo; transcurridas de dos semanas a seis meses post- 
lesión, la cicatriz se considera madura y existe poca regeneración en este 
punto haciendo que la comunicación de axones sea limitada e impidiendo el 
funcionamiento correcto en la médula espinal (Siddiqui et al., 2015). 
En mamíferos, una cicatriz glial consiste en una acumulación de astrocitos 
fibrosos hipertróficos en la superficie de la lesión, denominados astrocitos re-
activos, también está formada por microglía, macrófagos y mucha matriz ex-
tracelular. La superficie de los astrocitos reactivos cambia debido a la expre-
sión de proteoglicanos inhibidores que son los responsables de la iniciación, 
adhesión, crecimiento y orientación de las neuritas nuevas. Adicional a esto, 
los fibroblastos del tejido conjuntivo adyacente proliferan sobre la capa de 
astrocitos fibrosos para depositar colágeno completando así la formación de 
una verdadera barrera que separa los axones de las neuronas que estaban 
conectadas antes de la lesión. El centro de la cicatriz está básicamente com-
puesto por células estromales (Bovolenta et al., 1993; Canning et al., 1996).
Como se mencionó, la capacidad regenerativa del SNC es extremadamente 
baja, aunado a esto, la activación de cascadas patológicas que interactúan 
entre sí hace imposible la reversión del daño. Hasta la fecha, no hay manera 
de predecir el comportamiento de los complicados procesos fisiopatológicos 
en cada individuo para guiar en el desarrollo de terapias generalizadas para 
LME pues las complicaciones de una lesión no ocurrirán de la misma for-
ma en todas las personas afectadas, por lo que se buscan alternativas de 
investigación que brinden mayor información que complemente la existente    
(Haisma et al., 2007).

3.1.2 Regeneración evaluada en el laboratorio
Estudios con modelos de regeneración datan del año 1740 en los que el na-
turalista Abraham Trembley realizó experimentos con pólipos de agua dulce. 
El modelo consistió en cortar los pólipos a lo largo de diferentes planos y 
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encontró que estos tenían la capacidad de regeneración; además, observó 
que, al realizar el corte a la altura de la cabeza con tentáculos, este da lugar a 
un animal completamente nuevo llamándolo “animal Hydra”. Más tarde René 
Réaumur repitió este experimento encontrando resultados similares (Maden, 
1992; Sinigaglia et al., 2022).
En la actualidad, conocemos diferentes especies regeneradoras de tejidos, 
un ejemplo claro son las ranas Xenopus en donde la regeneración de las ex-
tremidades ocurre hasta la etapa 51; a partir de este punto, disminuye y final-
mente se pierde en ranas adultas. Otro ejemplo ocurre en ratones neonatos 
que son capaces de regenerar cardiomiocitos después de una lesión, pero 
nuevamente esta capacidad se pierde a los 7 días de edad (Muneoka et al., 
1986; Porrello et al., 2011).

 3.1.3 El pez cebra como modelo de regeneración
Un modelo animal ideal para estudios de regeneración debe tener varias ca-
racterísticas, algunas son: relevancia para la fisiopatología en humanos, la 
reproducibilidad del estudio (es decir, que pueda ser comprobado por dife-
rentes investigadores obteniendo resultados similares), disponibilidad de in-
dividuos y el potencial de estos para regenerar lesiones de diversa gravedad 
en diferentes órganos y sistemas que sean observables y medibles (Marques 
et al., 2019). 
El pez cebra es un modelo importante para estudios en humanos ya que los 
genomas son altamente similares (70% de similitud). Este fenómeno puede 
explicarse como consecuencia de la duplicación del genoma (Vilella et al., 
2009; Howe et al., 2013). Aunado a esto, otros de los grandes beneficios son 
su rápida reproductividad, bajo costo de mantenimiento, alta disponibilidad de 
ejemplares debido a su tasa de reproducción, tiempo de desarrollo corto (72 
horas post- fecundación), tamaño adecuado para observar el crecimiento sin 
necesidad de un microscopio y transparencia de los embriones que permite 
hacer un seguimiento directo de desarrollo y funcionamiento de órganos a 
microescala (Antos et al., 2016; Tayanloo-Beik et al., 2021). 
Así, el pez cebra cumple con muchas de las ventajas buscadas en un mo-
delo animal y es capaz de regenerar completamente la médula en la zona 
donde hubo pérdida de continuidad de tejido; esto es posible gracias a ni-
veles bajos de apoptosis en respuesta a una lesión nerviosa, a un alto nivel 
de neurogénesis y formación de sinapsis funcionales utilizando las células 
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gliales residuales y por la expresión de genes específicos que le permiten la 
proliferación neuronal y la formación de lo que se conoce como “puente de 
tejido” en el lugar de una cicatriz, que sirve como peldaño para las nuevas 
neuronas, recuperando así la conectividad en la zona alrededor de las 4-6 
semanas post daño (Diaz Quiroz & Echeverri, 2013; Shi et al., 2015). Es decir, 
la ausencia de formación de cicatrices gliales después de una lesión inducida 
le permite al pez cebra regenerar la médula y una gran cantidad de tejidos 
(figuras 3 y 4) (Fang et al., 2012). 
Por último, la forma en la que entender la regeneración después de una le-
sión en el pez cebra puede ser de gran ayuda para las terapias actuales, de-
bido a que se podrían hacer ensayos y estudios en mamíferos que producen 
cicatrices gliales impidiendo la reconexión de tejido como es el caso de los 
ratones, pero inhibiendo o potenciando genes que le permiten al pez crear un 
puente de tejido para una reconexión exitosa. Lo anterior puede ser posible 
únicamente si identificamos genes que sean altamente conservados entre 
especies y una vez identificados, debemos entender el comportamiento que 
tienen en especies con regeneración exitosa para tratar de reproducirlo en 
aquellas que no tienen esta capacidad. 

Figura 3: Esquema de pez cebra adulto. Elaboración propia.
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Figura 4: Comparación de comportamiento de una lesión en mamíferos y pez cebra tras una LME. 
Tomada y modificada de Cigliola et al., 2020.

3.2 Vías de señalización
Las células que forman un organismo están sujetas a cambios físicos y quí-
micos dentro y fuera de las mismas. El cambio se traduce en una respuesta 
por parte de la célula que le permite crecer, proliferar y diferenciarse desde el 
momento que se desollara hasta que muere, e incluso afecta la comunicación 
con otras células; este sistema dinámico es mediado en su mayoría por un 
sistema de proteínas que conducen señales químicas conocidas como vías 
de señalización  (Iqbal et al., 2010).
Existen diferentes tipos de señalización celular que desencadenan toda una 
vía interna; sin embargo, la más común es aquella en la que es necesaria 
la interacción de una molécula extracelular con un receptor de membrana 
celular; como consecuencia de este acoplamiento, se activa una o más res-
puestas intracelulares que van cuesta abajo para que la célula responda. 
Esta respuesta puede verse reflejada en la comunicación entre células, en 
migración celular, traducción de genes, crecimiento, proliferación, etc (Alberts 
et al., 2022).
 Como ocurre con diferentes organismos, el pez cebra ha conservado vías de 
señalización como Wnt, Hh, BMH, Notch, entre otras. Estas vías, en conjunto 
y por sí solas, contribuyen a la regeneración. Por ejemplo, durante la regene-
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ración de la aleta del pez cebra, la vía Wnt desempeña el papel de formación 
del blastema que deriva en la proliferación de células progenitoras y a su vez 
en un tejido determinado  (Mehta & Singh, 2019). 

3.2.1 Proteínas Wingless
La familia Wingless (Wnt) está compuesta por 13 receptores y 19 ligandos 
y se encuentra altamente conservada filogenéticamente, estos se denomi-
nan con números y letras; por ejemplo, Wnt-5a, Wnt-10b, etc. (Nusse, 2008). 
La vía de señalización Wnt consiste en una serie de proteínas secretadas 
que desempeñan diferentes procesos celulares durante la vida embrionaria y 
adulta en vertebrados e invertebrados. Estos procesos incluyen embriogéne-
sis, polaridad celular, organogénesis, determinación del eje ventral y dorsal, 
regeneración de tejidos, diferenciación de células madre y la proliferación ce-
lular en especies como Xenopus y Danio rerio. En mamíferos, Wnt promueve 
la diferenciación y plasticidad de las sinapsis y contribuye a la excitabilidad 
neuronal  (El-Messaoudi & Renucci, 2001; Speese et al., 2012; Velasco & 
Riancho, 2008).  

3.2.2 Genes frizzled
Los genes de la familia frizzled (fz) codifican proteínas transmembrana que 
varían en longitud de 500 a 700 aminoácidos y son necesarias para la trans-
ducción de señales Wnt (Bhanot et al., 1996).
Existen 10 genes frizzled divididos en cinco grupos principales. Fz1, fz2 y 
fz7 conforman la familia 1 y comparten cerca de un 75 % de identidad. Fz5 
y fz8 son la subfamilia 2 y comparten 70% de identidad entre sí. Fz4, fz9 y 
fz10 comparten 65% de identidad siendo la subfamilia 3 y por último, fz3 y 
fz6 tienen un 50% de identidad de aminoácidos y conforman la subfamilia 5.          
(Y. Wang et al., 2016). 
Las mutaciones dirigidas en 9 de los 10 genes fz de mamíferos han permi-
tido entender el papel de sus funciones en un conjunto diverso de procesos 
homeostáticos y de desarrollo como los movimientos morfogenéticos respon-
sables de la formación del paladar, el tabique ventricular, el surco ocular y 
el cierre del tubo neural; así como en la supervivencia de las neuronas, for-
mación ósea, angiogénesis del SNC y formación y mantenimiento de la BHE    
(Y. Wang et al., 1996).
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3.2.3 Frizzled en pez cebra
En la actualidad se conocen 14 secuencias en el pez cebra, las cuales es-
tán disponibles en bases de datos; sin embargo, solo algunas cuentan con 
un homólogo debido al proceso de duplicación del genoma. Las secuencias 
conocidas de frizzled en el pez cebra son: fz1, fz2, fz3a y su homólogo fz3b, 
fz4, fz5, fz5, fz7a, fz7b, fz8a, fz8b, fz9a, fz9b y fz10 (Au et al., 2010; Yu et al., 
2010).

3.2.4 Frizzled 7a y frizzled 7b
Frizzled es uno de los genes más conservado entre especies. Por ejemplo, 
hay un 81% y 79% de identidad de secuencia de aminoácidos de fz7 en Xe-
nopus y ratón, así como similitudes en los patrones de expresión. A pesar de 
ser un gen altamente conservado, puede tener un papel diferente en cada or-
ganismo, debido a que participa en la modulación de las vías de señalización 
canónicas y no canónicas cuando interactúa con los diferentes ligandos Wnt 
existentes. Un ejemplo es la presencia de fz7 en la vía de polaridad planar 
durante el desarrollo en vertebrados y el rol que tiene también en la vía de 
señalización mediada por B-catenina para mantener una homeostasis en el 
intestino de ratones (Sumanas et al., 2002, Larasati et al., 2022). 
En el caso del pez cebra, la alta similitud de secuencia entre fz7a y fz7b 
sugiere que el locus fz7 se duplicó en el curso de la evolución de los peces 
teleósteos. A pesar de que fz7a y fz7b comparten una similitud de secuencia 
muy fuerte, existen diferencias importantes en sus patrones de expresión que 
sugieren que los dos ortólogos del pez cebra pueden haber adoptado diferen-
tes roles de desarrollo en el curso de la evolución (Djiane et al., 2000).
La sobreexpresión de fz7a y fz7b en el pez cebra interrumpe la gastrulación 
impidiendo que se lleve a cabo de la forma adecuada. La expresión de fz7a se 
detectó en el cerebro anterior, cerebro posterior, mesencéfalo, médula espi-
nal, en la parte anterior de las somitas en desarrollo y dentro del mesodermo 
lateral (El-Messaoudi & Renucci, 2001); mientras que fz7b se expresó dentro 
del sistema nervioso central, mesodermo somático y lateral, línea lateral, bro-
te de la aleta pélvica y arcos faríngeos (Sumanas et al., 2002). 
La diferencia más importante entre ambos genes es el patrón de expresión. 
Fz7a se expresa fuertemente en el cerebro después de 2 días post-fertiliza-
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ción (dpf), mientras que fz7b no; sin embargo, se expresa dentro de la línea 
lateral. A medida que avanza el desarrollo, la expresión de fz7a y fz7b se 
localiza en diferentes lugares y tejidos, lo que hace visible que, a pesar de 
ser ortólogos, no desempeñen la misma función durante el desarrollo y en 
diferentes momentos de la vida del pez (Djiane et al., 2000; Knowlton & Kelly, 
2004). 
Además, García–Rodríguez (2023) demostró la presencia del gen fz7b en 
oocitos de pez cebra, confirmando que es un gen de origen materno, y que 
una vez que el oocito es fecundado, el gen tiene expresión en la médula espi-
nal durante las primeras 48 horas post fertilización. Lo anterior demuestra su 
participación en la formación del sistema nervioso en el pez, así como en los 
movimientos de convergencia celular durante el desarrollo. 
Datos no publicados de García-Morales y colaboradores, demostraron que 
al inyectar ARNm de frizzled7 en Xenopus laevis, hay una inducción de neu-
ronas de la médula espinal, lo que podría dar indicios de la importancia del 
gen en la regeneración de médula espinal en pez cebra, ya que, a pesar de 
ser especies distintas, se ha observado similitud en el patrón de expresión 
entre ambos, y el pez cebra conserva la capacidad regenerativa hasta esta-
dios adultos. De acuerdo con Larasati y colaboradores (2022), el gen frizzled 
7 participa de forma directa en la activación de la vía de señalización Wnt/ 
β-catenina y está presente en la formación del SNC en el desarrollo del pez 
cebra; sin embargo, no se han reportado estudios que validen su expresión 
durante y después de una lesión de médula.

3.3 Vías canónicas y no canónicas
La activación que tienen lugar una vez que un ligando Wnt se une a un re-
ceptor frizzled, induce diversas señales intracelulares que en conjunto se di-
viden en dos grandes grupos: la vía canónica o clásica y la vía no canónica.      
(Gordon & Nusse, 2006). 

3.3.1 Vía canónica
En ausencia de Wnt como ligando extracelular, la proteína citoplasmática 
β-catenina se degrada constantemente por la acción del complejo Axina, que 
está compuesto por la proteína Axina + el producto del gen APC + caseína 
quinasa 1 (CK1) + glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3). CK1 y GSK3 son 
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los encargados de fosforilar consecuentemente la región amino terminal de 
la β-catenina, lo que resulta en su reconocimiento por una ubiquitina, misma 
que la conduce a su degradación proteosómica. Esta eliminación continua 
de en el proteosoma, e impide que la β-catenina llegue al núcleo, los genes 
diana para la transcripción son reprimidos por la familia de proteínas del fac-
tor de células T que actúan como factores de trascripción unidos al ADN o 
bien, por un factor potenciador linfoide llamados TCF/LEF respectivamente.         
(Figura 7)  (He et al., 2004; MacDonald et al., 2009).  
Existen dos familias distintas de receptores que son críticas para la señaliza-
ción Wnt/β-catenina: los receptores transmembrana de siete pasos Frizzled 
(fz) y las proteínas 5 y 6 relacionadas con el receptor LDL (LRP5 y LRP6) 
siendo estos dos últimos esenciales para la homeostasis ósea en adultos. 
Así, la vía Wnt/β-catenina se activa si un ligando Wnt se une al receptor 
transmembrana Frizzled y este a su vez de une a su co-receptor, la proteína 
6 relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja densidad (LRP6) o el 
co-receptor LRP5 de la misma familia. De esta forma, la formación del com-
plejo Wnt-Fz-LRP6 junto con el reclutamiento de la proteína de andamiaje 
Dishevelled (Dsh) da como resultado la fosforilación y activación de LRP6 
y ocurre el reclutamiento del complejo Axina a los receptores. Esto conduce 
a la inhibición de la fosforilación de β-catenina mediada por Axina y, por lo 
tanto, a la acumulación de la β-catenina que viaja al núcleo para formar com-
plejos con TCF / LEF y activa la expresión génica (MacDonald et al., 2009).
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Figura 5: Vía de señalización canónica Wnt explicada. A) En ausencia de Wnt, la Vía está inactiva. B) En presen-
cia del ligando Wnt la vía se activa e inicia la señalización cascada abajo. Elaboracuón propia.

3.3.2 Vía Wnt/B-catenina en regeneración de médula
Briona y colaboradores (2015), indujeron una lesión medular en embriones 
de pez cebra y observaron la neurogénesis en peces control y un grupo que 
era sometido a la inhibición de la vía de señalización Wnt mediada por la pro-
teína Dkk1 a la que se le añadió un reportero GFP. Encontraron una menor 
neurogénesis 5 días posteriores a la lesión en aquellos embriones de pez ce-
bra tratados con la proteína Dkk1, así como la expresión de la misma gracias 
al reportero GFP (Briona et al., 2015). 
Lo anterior indica que la vía de señalización Wnt juega un papel importante 
en la neurogénesis post-lesión de médula y al estar inhibida por el antago-
nista Dkk1, no es posible la traducción de genes clave para el proceso rege-
nerativo; sin embargo, es necesario complementar esta investigación con la 
identificación del receptor que participa en la vía y hace posible la traducción 
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de la señal en el interior celular. En otro estudio realizado por Strand y colabo-
radores (2016), se demostró que la trascripción mediada por Wnt/ β-catenina 
aumentó en la regeneración de médula espinal usando peces cebra trans-
génicos con un gen reportero de β -catenina; estos dos estudios dan pauta 
para seguir el camino en la búsqueda de el o los receptores involucrados en 
la trascripción de señales Wnt mediadas por β -catenina en procesos regene-
rativos de médula espinal. 

3.3.3 Vías no canónicas 
Actualmente se han descrito diversas vías Wnt no canónicas; todas ellas se 
caracterizan por no requerir la acumulación de β-catenina para culminar su 
cascada de señalización. La activación de las diferentes vías no canónicas se 
encuentra determinada por los distintos receptores a los que pueden unirse 
los ligandos Wnt.  

3.3.4 Vía de polaridad planar celular (PCP)
Recibe este nombre debido a la polarización de las células en una capa epi-
telial, lo que ocurre por ejemplo durante la orientación de cilios o flagelos. La 
polaridad planar es transmitida localmente de célula a célula; es decir, tiene 
una señalización de tipo parácrina y es dependiente de los receptores fz y la 
proteína Dsh. Esta vía también puede regular la polaridad celular de manera 
no epitelial, como en la extensión convergente que ocurre en la gastrulación 
y la reestructuración del citoesqueleto (Gao & Chen, 2010).
La vía PCP se inicia cuando la unión de Wnt al receptor fz activa a las pro-
teínas de unión a GTP RhoA y Rac, así como a sus quinasas efectoras: Rho 
- quinasa y JNK, promoviendo su translocación al núcleo. La vía se interrum-
pe por la acción de las proteínas Van Gohg (Vangl) y Prickle (Pk) (Figura 8). 
Esta vía se asocia con la reordenación del citoesqueleto y la adhesión celu-
lar, regulando los movimientos de la célula y su disposición. Es importante 
mencionar que la cascada no tiene por qué ser estrictamente a nivel epitelial 
(Gálvez-Navas et al., 2021; Rao & Kühl, 2010).
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Figura 6: activación de la vía de señalización no canónica Wnt/PCP. Tomada y modificada de Sánchez, 2020.
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3.3.5 Vía del calcio
 Se puede activar por unión del Wnt a fz o bien al receptor ROR2. Esta unión 
se traduce en una activación de las proteínas G, que actúan sobre PLC, au-
mentando los niveles citoplasmáticos de diacilglicéridos (DAGs) e inositol tri-
fosfato (IP3). Por su parte, el IP3 difunde hasta el retículo endoplasmático 
liso (REL), permitiendo la liberación del Ca2+ que está contenido en este. 
El aumento del Ca2+ puede tener como resultado la inhibición de la proteí-
na quinasa G (PKG) por medio de la proteína p38. El Ca2+ activa al calcio/
calmodulina dependiente de quinasa II (CaMKII) y a su vez, a la calcineurina, 
la cual interviene en la activación del NFAT (Factor nuclear de células T ac-
tivadas). Por su parte, DAGs activa a la proteína quinasa C (PKC) a nivel de 
la membrana y como resultado, el IκB actúa sobre el factor nuclear κB (NF 
- κB). Este último migrará al núcleo y en conjunto con NFAT, intenvendrán 
como factores de transcripción (Amal et al., 2019; Gálvez-Navas et al., 2021; 
Uehara et al., 2018;  Wang et al., 2019).

Figura 7: Activación de vía de señalización no canónica Wnt/Ca2+. Tomada y modificada de De, 2011.
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3.4 Genes presentes en el estudio
Una de las técnicas más usadas en la evaluación de genes en biología mo-
lecular, es la de reacción en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en 
inglés). Al ser una técnica de alta especificidad para la evaluación de genes 
de interés, existen diferentes aspectos a considerar y uno de los iniciales es 
la elección de un gen de control interno. Este gen asegura la eficiencia de la 
reacción ya que permite la fácil detección de falsos negativos en la prueba. 
Normalmente se usan genes que codifican para proteínas que se expresan 
constitutivamente para el mantenimiento de la función celular, una de las ca-
racterísticas importantes de estos genes es el nivel de expresión alto y esta-
ble, en otras palabras, son genes que están presentes en casi todos los tipos 
celulares o en la mayoría de ellos (Casadei et al., 2011; Moret et al., 2019).

3.4.1 β-actina 
La proteína β-actina se polimeriza para ser constituyente del citoesqueleto 
cuya función es dar estabilidad y dirección a las paredes celulares, es esen-
cial desde el desarrollo hasta la vida adulta de las células y ha tenido poca 
divergencia evolutiva desde algas, levaduras y peces. En el caso de la simili-
tud que existe entre la β-actina del humano y del pez cebra, existe un 98% de 
similitud teniendo únicamente 5 mutaciones diferentes entre ambas especies 
(Moret et al., 2019).

3.4.2 Fz7b
 Este gen se expresa en diferentes estructuras a lo largo del desarrollo del 
pez cebra como gastrulación, inducción de células de la cresta neural, induc-
ción del estadio epibolia y en el funcionamiento del sistema nervioso central 
a lo largo de la vida adulta del pez (Ungar & Calvey, 2002).
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Esta tesis tiene como finalidad proporcionar información innovadora en el 
campo de la regeneración celular mediante un estudio del gen frizzled 7 
en el modelo animal Danio rerio, específicamente en adultos sometidos a 
una lesión de médula espinal. 

Utilizando la técnica de RT-PCR, se llevará a cabo un análisis cualitativo 
y semicuantitativo del comportamiento de este gen en diferentes momentos 
post-lesión. Los resultados de este estudio ofrecerán una visión valiosa sobre 
el potencial regenerativo asociado con frizzled 7, mismos que pueden servir 
de base para nuevas investigaciones futuras buscando el desarrollo de nue-
vas terapias para la recuperación de la movilidad en mamíferos. 
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5.1 Objetivo general
Analizar el patrón de expresión de frizzled 7 durante el proceso de regene-
ración de médula en el pez cebra adulto empleando la técnica de RT-PCR.

5.2 Objetivos específicos
Estandarizar la técnica de lesión de médula espinal en pez cebra adulto.
Establecer la técnica adecuada para la extracción de ARN del tejido dañado 
y circundante en ejemplares adultos de pez cebra.
Estandarizar la técnica RT-PCR para los genes frizzled 7 y β-actina de pez 
cebra. 
Evaluar semi-cuantitativamente la expresión del gen frizzled 7 en la regene-
ración de la médula espinal en el pez cebra. 
Determinar mediante RT-PCR el periodo de regeneración medular con mayor 
expresión de frizzled 7.
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6.1 Cuidado y mantenimiento de la colonia de peces cebra
Los ejemplares de D. rerio fueron obtenidos de un proveedor comercial de-
dicado a la reproducción de peces cebra “wild-type” en Toluca de Lerdo. Los 
peces se mantuvieron en el Laboratorio de Biología Molecular y del Desa-
rrollo (LaBiMoDe) para asegurar su crecimiento hasta el estadio adulto con 
las condiciones sugeridas por Westerfield (1993) en la sección de “animales 
acuáticos” (ZFIN: Zebrafish Book: Contents, 1993), asegurando un correcto 
desarrollo y ausencia de enfermedades en los ejemplares usados. La colonia 
fue mantenida bajo condiciones de cuidado ético reportadas por la guía inter-
nacional “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (Nih et al., 2011) 
y por lo sugerido para el cuidado y mantenimiento por Westerfield (1993).  
Los métodos para la experimentación fueron los seguidos y respaldados por 
ASPA y “Guidelines for use of zebrafish in research, teaching and testing“ 
(University of Maine, 2011).
Los peces se mantuvieron separados por sexos en peceras de 40L con una 
temperatura de 28°C con aeración y filtración automáticas las 24 horas, se 
realizaron recambios diarios de agua desclorada del 20% de la capacidad de 
la pecera. Los organismos fueron alimentados diariamente, tres veces al día, 
con alimento comercial en hojuelas pulverizado administrado con alimenta-
dores automáticos, además se suplementaron con alimento vivo (Artemia), 
los ciclos de luz: oscuridad usados durante el experimento fueron de 14:10h.
6.2 Elección de genes en base de datos
Para la elección de genes a utilizar en el trabajo, se buscó información de 
artículos publicados en bases de datos como NCBI, ZFIN y PubMed. 
Las búsquedas obligadamente debían ser de trabajos previos realizados en 
pez cebra para optar por un gen de control interno ya reportado y usado en 
esta especie. Referente a la lesión medular, se buscaron artículos que tuvie-
ran experimentación o revisión bibliográfica de genes o moléculas presentes 
en la regeneración de la médula espinal y /o sistema nervioso en peces cebra. 
6.3 Lesión de médula espinal de pez cebra adulto 
Se usaron peces adultos de aproximadamente cinco meses de edad y de 2.5 
a 3.0 cm de longitud total. Se usaron tres peces para cada tratamiento. Los 
tratamientos empleados se especifican en la tabla 3. 
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Grupo Tipo de grupo Evaluación por realizar
1 Control sin lesión Grupo control de referencia para expresión de fz7b
2 Control con lesión muscular Grupo control de referencia para expresión de fz7b
3 Lesión en médula Expresión de fz7b 0 dpl
4 Lesión en médula Expresión de fz7b 1 dpl
5 Lesión en médula Expresión de fz7b 3 dpl
6 Lesión en médula Expresión de fz7b 15 dpl
7 Lesión en médula Expresión de fz7b 30 dpl

Tabla 3: Tratamientos para experimentación de regeneración de médula es-
pinal en pez cebra adulto.

Cada tratamiento se realizó por duplicado para corroborar los resultados, em-
pleando un total de 42 ejemplares. 
Los días de recolección de tejido se definieron con base a Cigliola y colabo-
radores (2020), que describen el proceso tras una lesión de médula en peces 
cebra en el que existe una pérdida de conexión de tejido, seguido de la forma-
ción de un puente glial y concluyendo con la regeneración completa en peces 
cebra adultos trascurridos 30 días post-lesión.
Para realizar la lesión se siguió el protocolo de Fang y colaboradores (2012). 
Se sumergió al pez en una solución de tricaína al 0.2% por unos minutos 
hasta no observar movimiento de los opérculos o la boca para lograr una 
anestesia de grado quirúrgico, posterior a esto se sumergió en agua limpia 
sin tricaína para eliminar el exceso de anestesia. Una vez anestesiado, se re-
tiró el excedente de agua y se colocó en una caja Petri para observarlo bajo el 
microscopio estereoscópico y localizar la zona en la que se realizó la incisión 
con ayuda de un bisturí estéril cercana a la aleta dorsal en dirección caudal 
(Figura 8). La incisión se realizó cortando el tejido hasta llegar a la médula 
espinal, una vez ubicada, fue seccionada por completo y el pez se colocó en 
una pecera aislada con agua estéril para su recuperación de acuerdo con los 
diferentes tratamientos. 
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Figura 8: Preparación de ejemplar para lesión de médula. Pez visto con microscopio estereoscópico previo a la 
lesión medular. Magnificación 5x. Se indica con flecha la zona en la que se realizó la lesión.

Para asegurar una correcta recuperación, se añadió periódicamente azul de 
metileno a la pecera y se mantuvo el recambio diario del 20% de agua que 
fue esterilizada en autoclave y previamente desclorada, la alimentación se 
reanudó al segundo día post lesión, una vez al día, para evitar crecimiento 
de bacterias en la zona de la herida. Después de una semana se aumentó a 
dos veces por día. 
Una vez cumplido el plazo de regeneración de interés, los individuos se sa-
crificaron por sobredosis de anestesia usando la misma concentración, pero 
esta vez prolongando el tiempo de exposición, aproximadamente a los 10 
minutos ya no se observaron reflejos en todos los peces sacrificados. 
6.4 Extracción de ARN
Inmediatamente después del sacrificio, se colocó el pez en un mortero estéril 
con nitrógeno líquido para evitar la actividad de las ribonucleasas posterior a 
la muerte del pez. Este paso aseguró mantener la integridad del RNA en la 
zona de la lesión o el fragmento de la médula no lesionada, según el caso. 
Posteriormente se procedió a la extracción. La metodología usada para la 
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extracción siguió los protocolos de Jong y colaboradores (2010) y Mendez y 
colaboradores (2011).
Una vez en nitrógeno y con ayuda de bisturí y espátula, se flanqueó la le-
sión medular aproximadamente 1 mm de cada lado y el resto fue desecha-
do. Usando pinzas más finas se retiró el exceso de tejido de la porción de 
médula conservando únicamente el fragmento de médula espinal de interés. 
Esta sección se maceró con pistilo y el polvo obtenido se recolectó en tubos 
libres de DNAsas y RNAsas con 1 mL de TRI Reagent® para su posterior 
procesamiento.    
Para la extracción, se usaron 1000 µL de TRI reagent para cada tubo de 
muestra que contenía 3 porciones de médula espinal de 3 peces pulverizadas 
con nitrógeno líquido, se agitaron vigorosamente por 15 segundos en el agi-
tador vortexer y se dejaron reposar por 3 minutos. Enseguida, se agregaron 
200 µL de cloroformo y vortexearon nuevamente por 15 segundos para des-
pués dejar reposar a temperatura ambiente por 3 minutos. 
Se centrifugaron por 15 minutos a 12000 xg y 4 °C. Al finalizar se trasfirió la 
fase acuosa a un tubo limpio, agregando nuevamente 200 µL de cloroformo 
vortexeando 15 segundos, se dejó reposar la muestra 3 minutos en hielo 
y se repitió el paso de centrifugación con los mismos parámetros. La fase 
acuosa obtenida se transfirió a un tubo nuevo y se agregaron 500 µL de 
isopropanol grado molecular, invirtiendo 5 veces para mezclar suavemente. 
Se dejó reposar la muestra en hielo por 10 minutos y posteriormente se llevó 
a centrifugación por 10 minutos a 12,000 xg y 4 °C. Terminando este paso 
se logró observar pellet en todas las muestras. Cuidadosamente se retiró el 
sobrenadante y se agregó 1 mL de etanol al 75% grado molecular y se llevó 
a centrifugación por 5 minutos a 7500 xg por 5 minutos y 4 °C. Este paso se 
realizó un par de veces más retirando el sobrenadante en cada una y repi-
tiendo las cantidades y condiciones de centrifugado. Al finalizar se retiró el 
exceso de etanol y se colocó la muestra en baño seco a 65°C por 2 minutos 
para evaporar cualquier excedente. Al finalizar, se resuspendió la muestra de 
RNA en 30 µL de agua libre de nucleasas, se midió la concentración y pureza 
en un espectrofotómetro UV Nanodrop 2000 y se guardó el resto en ultracon-
gelación (-80°C) para su posterior uso. 
Nota: todos los tubos usados fueron libres de ARNsas y ADNsas y los reac-
tivos grado molecular marca Sigma.



45

6.5 Síntesis de ADNc
Para tener una concentración estandarizada de ADNc, se ajustó la reacción 
de retrotranscripción a 1 µg de ARNm. Se usó la enzima retrotrascriptasa 
M-MLV con concentración inicial de 200u/ µL marca sigma, Oligo dT con con-
centración inicial de 0.5 µg/ µL marca Promega, dNTP mix con concentración 
de 10mM marca Promega y RNA sin marca Promega. El ensamble de la reac-
ción se muestra en la tabla 4. La síntesis se llevó a cabo en un termociclador 
Select BioProducts, con un ciclado que se muestra en la tabla 5.

Tabla 4: Máster Mix para retrotrascripción con volumen total de 25 µL.
Reactivo [final] Rx (25µL)
MMLV 200 u/µL 200 u/µL 1 µL
Buffer de enzima 10x 1x 2.5 µL
Oligo dT 500nm 500 nM 1 µL
dNTPmix 10mM 10 mM 1.25 µL
RNAsin 40 u/µL 4 u/µL 0.1 µL
Agua libre de nucleasas N/A Hasta 25ul
Muestra de RNA 1 µg 

Tabla 5: Ciclado usado para obtención de ADNc con retrotrascripción. 

Paso Temperatura Tiempo total
Desnaturalización del ARN 70°C 15 minutos
Polimerización 42°C 70 minutos
Desactivación de enzima 4°C 10 minutos

6.6 RT-PCR
La estandarización se realizó para el gen β-actina y Frizzled 7b, para ello se 
usaron muestras de ADNc obtenidas de peces control, es decir peces adultos 
que no tenían ninguna lesión. La enzima polimerasa usada fue GoTaq (Pro-
mega), dNTPmix de concentración inicial 10 mM (Promega), Oligonucleóti-
dos (T4 Oligo) y agua libre de nucleasas (Sigma). Se realizó un gradiente 
de temperatura tomando como criterio lo sugerido por el proveedor de oligo-
nucleótidos con 2 grados más y 2 grados menos de temperatura, así como 
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la concentración de oligonucleótidos y la cantidad de ciclos hasta encontrar 
la óptima para las reacciones con todas las muestras. La cantidad de ADNc 
usado fue siempre 1 µL ya que se tenía la certeza de la concentración usada 
gracias al ajuste en la reacción de retrotrascripción que aseguró una concen-
tración semejante de ADNc para todas las reacciones. El ensamble óptimo 
para las reacciones de PCR usado fue el que se indica en la tabla 6. 
Tabla 6: Master mix para reacción de RT-PCR  

Reactivo [final] Rx (25µL)
Agua libre de nucleasas N/A 15.875 µL
Green buffer 5X 1x 5 µL
dNTPmix 10 mM 200nM 0.5 µL
Primer foward 10 µM 500nM 1.25 µL
Primer reverse 10 µM 500nM 1.25 µL
GoTaq 5u/µL 1.25u/µL 0.125 µL
ADNc 1µg 1 µL

6.7 Electroforesis 
Para visualizar los productos de la RT-PCR, se usó intercalador SYBR DNA 
Stain (Jena Bioscience) colocando en cada pocillo 8 µL de muestra y 0.8 µL 
de SYBR DNA Stain. La electroforesis se realizó en un gel de agarosa (Top-
Vision) al 2 %, en TBE. El voltaje usado fue de 90 volts por 40 minutos, final-
mente para ver el gel se usó una cámara BlueGel de luz azul.
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7.1 Expresión de genes en peces cebra

β-actina
Se usó la base de datos de ZFIN para ver la expresión del gen en los diferen-
tes estadios del pez. El mapa de expresión (figura 9) muestra que este gen 
está presente en la mayoría de los estadios que componen la vida del pez, sin 
embargo, es importante resaltar la presencia de β-actina en estadio adulto, lo 
que permite su uso como gen de control interno. 

Figura 9: Expresión de β-actina en diferentes sistemas y estadios del pez cebra. Los cuadros de color señalan 
los sistemas y estadios en los que se expresa el gen, mienstras que los cuadros vacíos indican que no hay 
expresión. Tomada de la base de ZFIN.

Frizzled 7a 
Contrario a lo que se observó con β-actina, frizzled 7a no se expresa en 
peces en estadio adulto, como se observa en la figura 10. Durante la etapa 
adulta, la expresión génica de este ortólogo se silencia por algún proceso 
biológico que no se describe en la presente tesis. 

Figura 10: Expresión de fz7a en diferentes sistemas y estadios del pez cebra. Los cuadros verdes indican los 
sistemas y estadios donde se expresa el gen fz7a. Para el presente estudio es importante notar que este gen no 
se expresa en estadio adulto. Tomada de la base de ZFIN.
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Lo anterior hace que se descarte este gen para la evaluación de su expresión 
durante la regeneración medular en peces cebra adultos. 
Frizzled 7b
Por otro lado, frizzled 7b sí tiene expresión en adultos (figura 11), este gen 
está presente en todos los estadios desde las 0 horas post fertilización hasta 
los 90 días post fertilización. Por esta razón este gen es el candidato ideal 
para su evaluación durante el proceso de regeneración. De acuerdo con lo 
observado por García-Morales y colaboradores 2009 en Xenopus laevis, se 
eligió a frizzled7 como gen candidato para la evaluación y después de la re-
visión bioinformática de su expresión, únicamente se consideró al gen fzd7b 
para el experimento.

Figura 11: Expresión de fz7b en diferentes sistemas y estadios del pez cebra. Los cuadros verdes indican los sis-
temas y estadios con expresión del gen fz7b. El gen se expresa en estadio adulto. Tomada de la base de ZFIN.

7.2 Obtención de Oligonucleótidos 
Después de la revisión de la información obtenida de las bases de datos, se 
eligieron el par de oligonucleótidos para el gen de control interno β-actina del 
trabajo reportado por Zou y colaboradores (2009) enuna investigación sobre 
de la duplicación y conservación de genes en pez cebra siendo los siguientes: 

Oligonucleótido sentido para β-actina CTTGCGGTATCCACGAGAC
Oligonucleótido antisentido para β-actina GCGCCATACAGAGCAGAA
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En el caso del gen frizzled 7b, se tomaron los oligonucleótidos reportados por 
Ungar y Calvey (2002) en un estudio realizado para examinar la expresión 
de fz7b en diferentes momentos del proceso de embriogénesis. Los oligos 
reportados son los siguientes: 

Oligonucleótido sentido de fz7b CCGCATTTTGGGTCATTTTCTCATAG
Oligonucleótido antisentido de fz7b AATACATCGCACATCTTTTGACAG

Nota: al gen frizzled 7a no fue considerado ya que existe un silenciamiento en el estadio adulto, según lo reporta-
do en los datos obtenidos del análisis bioinformático en la base de datos ZFIN. 

7.2.1 Determinación del tamaño de amplicón 
Se realizó la búsqueda del tamaño de amplicón resultante para β-actina para 
el análisis del gel resultante de las reacciones de PCR. Esta medida en pares 
de bases se obtuvo con la herramienta bioinformática Primer- BLAST, para 
ello se introdujo la secuencia de los oligos de interés y se corroboró su es-
pecificidad con el organismo, a su vez el análisis arrojó un resultado de 426 
pb coincidiendo con lo reportado por Zou y colaboradores (2009) (Figura 12). 

Figura 12: Resultado de Primer- BLAST para saber tamaño de amplicón de β-actina.
 

Debido a que en la literatura no se encontró el tamaño de fz7b, se realizó el 
mismo procedimiento para β-actina y se obtuvo un tamaño de 287 pb para la 
banda esperada usando los oligonucleótidos de fz7b reportados por Ungar y 
Calvey (2002) (Figura 13). 

Figura 13: Resultado de tamaño de amplicón de acuerdo con Primer- BLAST para fz7b. 
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7.2.2 Expresión de Frizzled7 en diferentes tejidos
Para corroborar la expresión génica de ARNm de β-actina a nivel de la mé-
dula espinal, se verificó en la plataforma BioGPS (Figura 14); esta es una 
interfaz en línea que contiene la información de diversas fuentes científicas 
de genes y la resume para facilitar su análisis y permite visualizar fácilmente 
la expresión de estos. 

Figura 14: Expresión de β-actina en diferentes células y tejidos de Danio rerio adulto. Obtenido de BioGPS.
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Como se puede observar en la imagen 14, el gen β-actina se expresa en 
prácticamente todos los tejidos del pez cebra, además las barras de la gráfica 
correspondientes para médula espinal se muestran por encima de la media 
considerada por el software. 
Fz7b
De igual manera, se obtuvo el patrón de expresión del gen frizzled 7b (Figura 
15). En la gráfica se observa una expresión en la médula espinal por encima 
de la media del programa para la expresión en diferentes tejidos marcada con 
una línea morada. Este gen debía presentar una expresión significativa en la 
médula ya que es el de interés de estudio y a diferencia del gen de control 
interno, se deseaba evaluar el comportamiento de expresión posterior a la 
lesión y durante el proceso de regeneración del calendario establecido, espe-
rando encontrar variabilidad que demuestre si tiene o no participación en la 
regeneración. Los resultados de expresión de ARNm en pez cebra adultos en 
la figura 15 muestran que hay una expresión importante en comparación de 
la que muestran otros tejidos como el músculo esquelético (se muestra en la 
misma imagen), lo que lo hace buen candidato para la evaluación de la rege-
neración. Si este gen hubiera tenido una expresión baja, se tendría que haber 
considerado otro gen. De mostrarse una barra pequeña que indique un nivel 
de expresión poco estable, tampoco podría ser candidato para la evaluación; 
sin embargo, no fue el caso para fz7b en peces cebra adultos. 
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Figura 15: Expresión de fz7b en diferentes tejidos de pez cebra adulto.Obtenido de Bio GPS.
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No se muestra la gráfica de expresión del gen frizzled 7a en Bio GPS  debido 
a los resultados obtenidos de la expresión en diferentes estadios  (Figura 10) 
en donde se observa que el gen es silenciado en etapa adulta en Dario rerio. 

7.3 Lesión de médula espinal
Después de realizar la lesión, se colocó al pez en un tanque de recupera-
ción (figura 16, inciso B). Se observo recuperación de movimiento parcial 
después de un promedio de 2 minutos para todos los peces lesionados. Los 
movimientos de los ejemplares únicamente fueron visibles en la zona anterior 
del cuerpo (de la lesión hacía la cabeza) con movimientos acelerados de los 
óperculos. Una lesión medular bien ejecutada fue visible con la incapacidad 
de movimiento en la cola. Después de 3 minutos, los peces permanecieron 
en el fondo del tanque. En la figura 1 se muestra la lesión con mayor detalle. 

A) B)

Figura 16: A) Pez cebra en agua con anestesia previo a la lesión. B) Pez cebra en tanque de recuperación. Se 
muestra la lesión con flecha blanca.

Figura 17: Pez cebra con médula espinal seccionada después de la lesión magnificación 10x. Se muestra la 
lesión con una flecha blanca.

(10x)



55

Se repitió el mismo procedimiento de anestesia para aquellos peces que fue-
ron lesionados únicamente en músculo sin hacer una lesión profunda que 
involucrara a la médula y/o que afectara el movimiento de la parte posterior 
del pez. La incisión se realizó en la misma posición que en los peces lesiona-
dos en médula espinal (Figura 18). En el caso del grupo de peces lesionados 
en músculo, se observó recuperación de nado aproximadamente tres minu-
tos después de colocarse en recuperación. Si bien los movimientos de los 
óperculos eran acelerados como en el caso de los peces lesionados en mé-
dula, una vez transcurrida la recuperación, el pez pudo moverse sin dificultad 
y sin presentar complicaciones en el nado. 

Figura 18: Lesión muscular en pez cebra adulto. Magnificación 10x

Posterior a la lesión, los peces se colocaron en peceras con agua estéril con 
las mismas condiciones de mantenimiento que el resto de la colonia. 
Se siguió el cronograma marcado para evaluar la regeneración, monitorean-
do a los peces en la forma del nado. 

7.4 Extracción de ARN 
Tras sacrificar a los peces y pulverizar la zona de la lesión, se obtuvo un polvo 
blanquecino (figura 19) que al colocarse en los tubos con TRIzol comenzó a 
disgregarse.

 



Resultados y análisis

56

Figura 19: A) Corte de la zona de la lesión B) Tejido pulverizado. 

En la figura 20 se muestra el resultado de la extracción de ARN siguiendo 
el método de Toni y colaboradores (2018). Se obtuvo una concentración de 
527.6 ng/ µL con un ratio 260/280, lo que muestra un valor dentro del rango 
óptimo para considerar que la muestra no está contaminada con presencia de 
proteínas, siendo el rango adecuado de 1.8- 2.1 de acuerdo con protocolos 
de control de calidad y pureza de muestras de ADN y RNA como el seguido 
por el Departamento de control de calidad del Banco Nacional de ADN de 
la Universidad de Salamanca (2020). Por otro lado, el ratio 260/230indica la 
pureza del ARN con respecto a las sustancias químicas usadas durante la 
extracción presentes en la muestra, este arrojó una medición de 2.20 consi-
derándose un valor aceptable para ARN >1.5. Se midió la pureza de todas 
las muestras terminado el proceso de extracción de RNA, los resultados se 
muestran en la tabla 7 con valores aceptables para la síntesis de ADNc.

A) B)
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Figura 20: Medición de ARN con espectrofotómetro Nanodrop 2000. La muestra corresponde a peces con un 
dpl.

Tabla 7: Resultados de mediciones espectrofotométricas de todas las mues-
tras empleadas. 

Muestra

Concentración 
ng/µL

R a d i o 
260/280

R a d i o 
260/280

Control sin lesión (1) 403.9 1.89 2.03
Control sin lesión (2) 290.9 2.06 1.98
Control músculo (1) 178.4 2.14 2.00
Control músculo (2) 279.9 1.91 2.08
0 dpl (1) 186.9 1.99 1.89
0 dpl (2) 340.1 1.98 1.80
1 dpl (1) 527.6 1.74 2.05
1 dpl (2) 176.5 1.99 1.97
3 dpl (1) 334.3 1.92 2.00
3 dpl (2) 341.6 1.98 1.96
15 dpl (1) 283.9 1.99 1.81
15 dpl (2) 171.1 1.98 1.71
30 dpl (1) 101.1 1.96 2.1
30 dpl (2) 202.0 1.81 1.87
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7.5 Estandarización de RT-PCR para B-actina y frizzled 7b
La temperatura óptima reportada para los oligonucleótidos para β-actina es 
de 56°C (Zou et al, 2019); para asegurar su funcionamiento, se realizó la eva-
luación en peces control, con un rango de temperaturas desde los 56°C hasta 
los 64°C y con una variación de 2°C entre cada temperatura, con la finalidad 
de observar en cuál de ellas había bandas más definidas y claras. Con esta 
información, se realizó una RT-PCR con el ciclado mostrado en la tabla 8.
Tabla 8: ciclado para RT-PCR de estandarización de β-actina con peces ce-
bra control (sin lesión).

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalización ini-
cial

95°C 5 minutos

Desnaturalización 95°C 45 segundos
Alineamiento 56- 64°C 45 segundos 35 

Ciclos
Extensión 72°C 1 minuto
Extensión final 72°C 10 minutos

Una vez terminada la reacción, los productos de la RT-PCR se corrieron en 
una electroforesis en gel de agarosa 2% con TBE y con un voltaje de 80v. Se 
observó el gel en el trasiluminador y se obtuvo una única banda en el carril  
correspondiente a 60°C (figura 21). La banda fue de un peso de 426 pb situa-
da ligeramente por encima de la banda correspondiente a 400 pb en la esca-
lera de peso molecular. Los demás carriles se observan sin banda indicando 
que la alineación de oligonucleotidos a estas temperaturas no fue posible. Al 
observarse un producto inespecífico que se distingue como una banda difusa 
por debajo de la banda que corresponde el gen β-actina, se realizó una se-
gunda reacción de RT-PCR para obtener un resultado más limpio.
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Figura 21: Gel de electroforesis de agarosa 2% para gradiente de temperatura de 56 a 64°C para la estandariza-
ción de β-actina.

La segunda reacción se realizó con un nuevo gradiente de temperatura de 
60 a 63°C con un grado de diferencia entre cada uno. Las condiciones de 
ensamble fueron las mismas que la reacción anterior, así como el ciclado, 
cambiando la temperatura de alineación de acuerdo con el gradiente. Las 
condiciones de electroforesis fueron las mismas.
Se observaron 3 bandas en el gel (Figura 22), las 3 en un peso molecular 
correspondiente a los 426 pb. La primera se observó de forma casi impercep-
tible en el carril 4 (61°C), la segunda y la que tiene mayor grosor y brillo en 
el carril 5 (62 °C) y la tercera en el último carril (63 °C), esta última banda se 
observa nuevamente muy tenue y con menos tamaño que la anterior. 
A pesar de que se ve una banda inespecífica cercana a los 180 pb en el carril 
de la banda de mayor tamaño y brillo, se tomó esta temperatura de alinea-
miento para los oligonucleótidos debido al tamaño de la banda. Si bien las 
tres bandas de los 3 carriles se encuentran en el peso molecular esperado, la 
correspondiente a los 62 °C es la que indica un mayor aprovechamiento de 
los oligonucleótidos en la reacción con un producto más visible en la electro-
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foresis. El motivo por el cuál no se repitió el ensayo para corroborar nueva-
mente la presencia de una banda a una temperatura de 60°C como la obteni-
da en el primer gel fue debido a la dosificación de reactivos y ejemplares de 
peces para el resto del cronograma de trabajo ya que el termociclador usado 
en el laboratorio presentaba gradientes de temperatura demasiado altos en 
algunas ocasiones provocando que la muestra se perdiera por completo y 
haciendo imposible su análisis

EMP BCO

1

60

2

61

3

62

4

63 °C

5

426 pb

No de carril

Figura 22: Gel de electroforesis de agarosa 2% para nuevo gradiente de temperatura de 60 a 63°C para β-actina. 

Al igual que con β-actina, se realizó una estandarización de la temperatura 
óptima para el alineamiento correcto de los oligonucleótidos correspondien-
tes a fz7b partiendo de lo reportado por Ungar y Calvey (2002) quienes in-
dican una temperatura de 58°C. Se realizó una rampa de temperatura con 
rangos de 56°C a 64°C. 
El ensamble de reacción se menciona en la tabla seis y el ciclado de la misma 
en la tabla 9.
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No de carril

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalización ini-
cial

95°C 5 minutos

Desnaturalización 95°C 45 segundos
Alineamiento 56- 64°C 45 segundos 35 

Ciclos
Extensión 72°C 1 minuto
Extensión final 72°C 10 minutos

Se usó un gel de agarosa al 2% con TBE para ver los productos de la RT-
PCR para fz7b. Se observaron 2 bandas como resultado de la electroforesis 
(Figura 23), una correspondiente a la temperatura de alineamiento de 56°C y 
una de mayor tamaño e intensidad de brillo en el carril correspondiente a una 
temperatura de 60 °C, al ver que la banda a esta temperatura fue de mayor 
grosor, también se tomó el rango de temperatura a partir de este resultado 
para buscar una mayor especificidad de alineamiento. Nuevamente no se ob-
tuvo el resultado esperado en la temperatura reportada de 58°C, no se puede 
descartar que haya sido por fallas observadas en el equipo utilizado.

1 2 3 4 5 6

EMP BCO 56 58 60 64 °C

287 pb

Figura 23: Gel de electroforesis de agarosa 2% para gradiente de temperatura de 56 a 64°C para la estandariza-
ción de fz7b en adultos del pez cebra.

Tabla 9: ciclado para RT-PCR de estandarización de fz7b con peces cebra 
control (sin lesión).
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El nuevo gradiente de temperatura fue contemplando las temperaturas de 55, 
56, 57, 59, 60 y 61°C, la temperatura de 58°C se descartó debido a que no 
se observó banda en el carril correspondiente a esta temperatura en el gel de 
la figura 23. El ciclado y las condiciones de ensamble de reacción fueron las 
mismas ya mencionadas para este gen. 
En este gel de electroforesis se observaron bandas de amplificación para 
todas las temperaturas de alineamiento (Figura 24), todas ellas en un peso 
correspondiente a 287 pb con excepción de la última banda que se observa 
ligeramente por encima de las demás(61°C). Por lo anterior, se tomó la de-
cisión de usar la temperatura de alineamiento de 56°C (carril 4) ya que se 
observó con un buen brillo, grosor y definición en los bordes.

No de carril
1 2 3 4 5 6 7 8

EMP BCO 55 56 57 59 60 61 °C

287 pb

Figura 24: Gel de electroforesis de agarosa 2% nuevo gradiente de temperatura de 55 a 61°C para la estandari-
zación de fz7b para pez cebra adulto.

7.6 Evaluación de la expresión del gen fz7b durante la regenera-
ción de médula espinal de pez cebra adulto
Una vez validadas y estandarizadas las condiciones de los dos pares de oli-
gonucleótidos, se realizó la evaluación de la expresión de fz7b en los perio-
dos de 0, 1, 3, 15 y 30 dpl para observar la expresión del gen durante la rege-
neración de la médula espinal en este periodo, para ello se repitió el método 
de lesión en los diferentes grupos del peces cebra, el experimento se realizó 
por duplicado para asegurar una obtención de resultados similares y con ello 
poder brindar un resultado más sólido. La decisión de realizar el experimen-
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to únicamente por duplicado fue debido a cuestiones bioéticas tomando en 
cuenta el factor de la cantidad de ejemplares utilizados para cada una de las 
repeticiones. Una vez cumplido el plazo indicado en el cronograma (tabla 3), 
se realizó el sacrificio, extracción de ARN, y obtención de ADNc justo como 
se describió para el grupo control usado en la estandarización. Para el gel 
correspondiente a B-actina (Figura 25), se observan bandas en un peso mo-
lecular de 426 pb, cumpliendo con el tamaño de amplicón esperado en todas 
las muestras de acuerdo con lo obtenido en los resultados de primer- BLAST. 
Del lado derecho de la figura, se muestra el gel para fz7b, en este se puede 
apreciar nuevamente que las bandas están en un peso deseado de 287 pb 
en todas las muestras. A simple vista, se destacan los carriles que contienen 
muestras de peces con 3 y 15 días post-lesión respectivamente (carriles 7 y 
8).
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Figura 25: A) Gel de agarosa 2% para la evaluación de la expresión de β-actina usado como control interno para 
todos los grupos de peces usados. B) Gel de agarosa 2% para la evaluación de la expresión del gen fz7b en dife-
rentes momentos de la regeneración de médula espinal.

Al realizar la repetición del experimento para confirmar resultados, se obser-
varon bandas en los pesos moleculares correctos para ambos genes (Figura 
26). El orden de carga fue el mismo que en el gel anterior. En el gel para fz7b, 
se observa un patrón de expresión similar con el primer resultado, con una 
aparente expresión diferente para las bandas de los carriles 7 y 8.

426 pb
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Figura 26: A) Gel de agarosa 2% para repetición para la evaluación de la expresión de β-actina usado como control 
interno para todos los tratamientos de peces usados.B)Gel de agarosa 2% de repetición para la evaluación de la 
expresión del gen fz7b en diferentes momentos de la regeneración de médula espinal en adultos del pez cebra.

7.7 Análisis de geles con ImageJ 
Se realizó un análisis con el software para tener un número real de la expre-
sión de los geles en cada uno de sus carriles, para ello se tomó en cuenta 
el promedio del valor de grises detectado en la foto del gel. Posteriormente 
de obtener los resultados del software, se normalizaron las repeticiones 1 y 
2 con sus respectivos valores obtenidos dando como resultado lo siguiente:

Primer ensayo
β-actina
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Tabla 10: Valores normalizados para primer ensayo con % de expresión
 
Carril Normalizando los datos % de expresión de fz7b
Blanco --- ---
1 (Pez control sin lesión) 1.008 100%
2 (Lesión en músculo) 0.970 96.23%
3 (0 días post lesión) 0.947 93.94%
4 (1 día post-lesión) 0.999 99.10%
5 (3 días post-lesión) 1.102 109.32%
6 (15 días post- lesión) 1.049 104.06%
7 (30 días post-lesión) 0.919 91.17%

Repetición
β-actina

Tabla 11 Valores normalizados para repetición de ensayo con % de expresión 

Carril Normalizando % de expresión de fz7b
Blanco --- ---
1 (Pez control sin lesión) 1.391 100%
2 (Lesión en músculo) 1.391 100%
3 (0 días post lesión) 1.009 72.53%
4 (1 día post-lesión) 1.362 97.91%
5 (3 días post-lesión) 1.518 109.13%
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6 (15 días post- lesión) 1.528 109.84%
7 (30 días post-lesión) 1.431 102.87%

Estos datos confirman que a los 3 y 15 días post-lesión medular existe un 
ligero incremento en la expresión de fz7b siendo de 9.32% mayor con res-
pecto al control para el caso de la evaluación a los 3 dpl y de un 4.06% mayor 
para el día 15 tras la lesión en el primer estudio (tabla 10). Para el caso de 
los peces lesionados en músculo, se tiene un porcentaje de expresión de 
96.23% para el gen fz7b con respecto al control β-actina. Por otro lado, en 
los periodos de 0 y 1 día post- lesión se observan porcentajes de expresión 
por debajo del 100% posiblemente por qué la participación que se sugiere 
del gen fz7b ocurre en periodos más avanzados durante el proceso de la re-
generación, mientras que, en etapas tempranas de la reparación de la lesión 
podrían estar interactuando otras vías, genes y mecanismos encargados de 
la respuesta primaria de daño ya que la vía de señalización que involucra al 
gen fz7b no es un único proceso molecular el que tiene lugar en el proceso 
fisiológico de la recuperación total en la médula del pez y en el trabajo reali-
zado únicamente se evaluó uno de muchos genes que participan. Un ejemplo 
de estas posibles vías es la de la señalización fgf (Factor de crecimiento de 
fibroblastos, por sus siglas en inglés). Esta vía es esencial para la modula-
ción celular glial después de una lesión, pues la regulación de células gliales 
permite la morfogénesis y la formación del puente glial para la reconexión y 
regeneración axonal, así como la proliferación celular y la migración de nue-
vas células (Goldshmit et al., 2012). 
Otro gen importante en el proceso de reconexión axonal en pez cebra es 
el L1.1, encargado de la transcripción de una proteína de membrana con el 
mismo nombre. En mamíferos, esta proteína tiene un papel importante en el 
desarrollo del sistema nervioso central y en los procesos de plasticidad neu-
ronal, así como en el crecimiento de los axones. Para el caso de pez cebra, 
existen dos homólogos de este gen: L1.1 y L1.2 siendo el primero el más re-
levante para la recuperación de conexiones axonales en la regeneración (C. 
G. Becker et al., 2004).
En la repetición del ensayo se obtuvieron resultados similares (tabla 11). Se 
destaca una expresión de un 100% para el caso de los peces control y los 
peces con lesión muscular, lo que podría indicar que la lesión muscular no es 
suficiente para activar la sobreexpresión de fz7b, sin embargo, una vez trans-
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curridos 3 días se observa un valor de expresión de fz7b de 9.13% mayor con 
respecto al control y de 9.84% para la evaluación de 15 dpl.
Estos resultados sugieren que fz7b podría estar relacionado con los procesos 
involucrados en la regeneración de la médula espinal y la recuperación total 
de funciones y movimiento en el pez cebra adulto. Así mismo, se obtuvo un 
valor de 91.17% de expresión a los 30 días post- lesión para el primer ensayo 
y un valor de 102.87% para la repetición lo que podría indicar una posible 
regulación en la expresión del gen una vez terminado el proceso de regenera-
ción llegando probablemente a un estado “basal” siendo un porcentaje similar 
o cercano al del control. 
El posible incremento obtenido a 3 y 15 dpl para la expresión de fz7b, podría 
indicar que existe una participación de este en la regeneración en el pez 
cebra al incrementar la expresión del gen con respecto al gen β-actina to-
mado como control interno. Este aumento se traduce en una mayor cantidad 
del receptor membranal fz, lo que aumenta la traducción de señales depen-
dientes de ligandos Wnt, mismos que activan cascada abajo la señal para la 
traducción de más genes dependientes de β-catenina. Puede existir además 
una unión de correceptores Wnt que activen más vías de señalización y que 
participen en procesos como reordenamiento de citoesqueleto, que conlleva 
a la migración de células, posiblemente oligodendrocitos o inclusive células 
madre neurales que permitan la reparación en la zona de daño. Por otro lado, 
es posible que en los días que no se observa una alteración aparente en la 
expresión del gen (0 y 1 dpl), el mecanismo celular esté priorizando procesos 
de depuración de los restos neuronales y disminuyendo los procesos de in-
flamación, para dar paso a la regeneración una vez que se logre un ambiente 
celular adecuado. 

7.8 Evaluación de movimiento durante la regeneración 
Debido a que las técnicas moleculares utilizadas para la evaluación de la 
regeneración únicamente tenían el fin de evaluar la expresión de genes en 
diferentes momentos, no fue posible realizar la evaluación de la reconexión 
axonal de forma directa, contrario a esto se realizó una evaluación indirecta 
observándose la evolución progresiva en la capacidad natatoria de los ejem-
plares evaluados; el motivo por el cuál no se realizó una evaluación directa 
de la reconexión fue debido a la decisión de no lastimar a los ejemplares en 
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proceso de recuperación, ya que para observar la formación del puente axo-
nal en la médula, debía atravesarse el tejido circundante y esto podría resul-
tar en la alteración del proceso de curación y regeneración de la herida con 
la posibilidad de modificar los resultados de la expresión del gen o incluso, 
comprometiendo la vida del ejemplar. 
De la evaluación en el nado de los peces se puede destacar que el primer 
día post-lesión medular, todos los peces se situaron en el fondo de la pecera 
evitando cualquier movimiento debido a la perdida de conexión de tejido. Au-
nado a lo anterior, se observó un mayor movimiento de los opérculos y signos 
de estabilidad después de la anestesia reflejándose en intentos de nado y 
una recuperación de la velocidad de respiración que fue disminuyendo con 
los minutos pasando de ser frenética a estable y constante. 
Transcurridos 3 días post-lesión, se observó a los peces nadando hacia la 
superficie; sin embargo, fue claro que el pedúnculo caudal carecía de movi-
miento, notándose la aleta caudal caída y los peces la mayor parte del tiempo 
lo pasaron en el fondo de la pecera. 
Pasados 15 días tras la lesión, el pez fue recuperando la movilidad de la aleta 
caudal, además que esta ya no se observaba caída. Finalmente, transcurri-
dos los 30 días post-lesión, el pez nadaba completamente hacia la superficie, 
observando movimiento completo de la parte posterior del cuerpo. 
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Se estableció la colonia de peces cebra y las condiciones para el mante-
nimiento y manejo óptimo en el LABIMODE, pues no se contaba con una 
colonia.
En la parte molecular, se amplificaron con éxito los dos pares de oligonucleó-
tidos mediante la estandarización de la RT-PCR que permitió la amplificación 
del gen permitiendo observar tamaños de amplicón que coincidieron con la 
literatura y las herramientas bioinformáticas para ambos genes. Además, se 
implementó una técnica segura y eficiente para el manejo y extracción de 
RNA de tejidos mediante el uso de nitrógeno líquido con las herramientas 
disponibles en la facultad de Ciencias de la UAEMéx. El resultado más impor-
tante fue el obtenido en el análisis de la expresión del gen fz7b que muestra 
un ligero aumento cercano a un 10% mayor con respecto al control β-actina 
en periodos de 3 y 15 días post-lesión medular, para después llegar a una 
estabilización una vez regenerada la médula por completo (30 dpl), por otro 
lado, no se observó expresión distinta al control de peces no lesionados a los 
0 y 1 dpl.
En lo que a la recuperación de los peces se refiere, fue posible evaluar el pro-
ceso completo de la restauración de médula espinal gracias a una correcta 
ejecución de la lesión medular, ya que de haberse realizado de forma no ade-
cuada los ejemplares habrían muerto o no tendrían una capacidad natatoria 
posterior a la recuperación; por el contrario, se logró la recuperación total de 
los animales mostrado por una capacidad de nado normal.
Por último, es importante mencionar que no fue posible evaluar la reconexión 
axonal directamente debido a la regeneración del tejido circundante a la le-
sión, en su lugar se observó de forma indirecta.
Los resultados de recuperación total de movimiento y a escala molecular tras 
una lesión medular en el pez cebra adulto, tienen relevancia para investiga-
ciones futuras en el campo de regeneración que podrían ser útiles para posi-
bles terapias en mamíferos que no tienen la capacidad regenerativa. 
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Se sugiere ampliar el tiempo de evaluación del gen fz7b en la regeneración 
pues ya se conoce en qué punto se observa una mayor expresión del gen. El 
ampliar las observaciones a días más cercanos a los 3 y 15 dpl, podrá brindar 
más información sobre su expresión, así como el momento en el que se llega 
a un estado basal del gen.
De igual forma, se propone fortalecer este estudio con otra técnica molecu-
lar que permita una mejor evaluación de la regeneración axonal en la zona, 
misma que sea más específica; por ejemplo, inmunofluorescencia, ya que en 
este trabajo solo se evaluó la recuperación de movimiento. A pesar de que los 
resultados son significativos, otra técnica podría indicar el comportamiento de 
la zona lesionada a microescala.
Por último, se recomienda la búsqueda de colaboraciones con institutos o la-
boratorios que puedan complementar el trabajo y robustecerlo con diferentes 
técnicas, así como proporcionar experiencia en cuanto al manejo y experi-
mentación previa con Danio rerio.
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Anexos
Se incluyen los vídeos de la evaluación de la conducta de los peces en dife-
rentes momentos post- lesión de médula espinal en la siguiente liga:
https://drive.google.com/drive/folders/1Z298IezUxRg44BkI5P66kjwYZT-
daweMN?usp=sharing
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