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Resumen

La lesidn de médula espinal (LME) es una condicidn que afecta la funcidn motora, sensorial y
autondmica. Cada afio, se reporta una incidencia de entre 40 y 80 casos de lesidn traumatica y no
traumatica de médula espinal (ME) a nivel mundial. Se estima que mds de 27 millones de personas
viven con esta condicion. Independientemente del tipo de lesidon primaria, ésta produce una serie
de fendmenos en el sitio de la lesidon llamada lesién secundaria, la cual agrava la condicién del
paciente, produce la formacién de una cicatriz glial en fases crdnicas, desconexion de circuitos
neuronales y la falla de la regeneracion tisular. A pesar de las diversas estrategias que se han
propuesto para la recuperacién de la funcidn y la estructura tisular, actualmente no existen
tratamientos efectivos para la LME.

El polimero de pirrol dopado con yodo sintetizado por plasma (pPPy-I) es un material biocompatible
gue se ha estudiado como implante en forma de particulas en suspensidon en modelos de contusion
y como pastilla en modelos de seccién completa de ME. Estos estudios demuestran que el polimero
facilita neuroproteccién, presencia de neuronas y conos de crecimiento en el sitio de la lesidn,
mielinizacion, adhesion celular y supervivencia, diferenciacién, moderacidn de la respuesta
inflamatoria y los efectos de la lesién secundaria como quistes y formacidn de cicatriz glial, y
finalmente la recuperacidn funcional motora. Aun faltan por explorarse otras formas de implante
de este material que contribuyan a incrementar su eficacia.

En este trabajo se propone un andamio fibrilar de poliacido lactico (PLA), que cuenta con una alta
relacion superficie a volumen y espacio poroso, el cual se recubre con el pPPy-l integrando
propiedades estructurales a las propiedades fisicoquimicas - semi conductoras del pPPy-l, para
proporcionar un sustrato de anclaje para las células de soporte y neuronas, moderando los efectos
del dafio secundario para promover la recuperacion estructural y funcional.

Después de caracterizar las propiedades fisicoquimicas y morfolédgicas de los andamios y estudiar
su comportamiento en cultivo, estos fueron implementados como tratamiento de la lesién por
seccion completa de ME en ratas.

A partir de la evaluacién neurofuncional se mostré una recuperacion significativamente superior en
la locomocidn de los animales implantados con los andamios recubiertos con pPPy-I respecto a los
animales sin tratamiento después de 8 semanas de estudio. Para tratar de explicar esta
recuperacion, se realizaron estudios de resonancia magnética, incluyendo técnicas avanzada tales
como Imagenologia por Tensor de Difusion (DTI) y espectroscopia (MRS). De esta forma se observd
que para la semana 4 habia tejido sobre los andamios, por lo que adema3s se realizaron pruebas de
conduccién eléctrica a través de la lesidn, para determinar si este nuevo tejido era funcional.

Finalmente, se estudiaron los tejidos por distintas tinciones histolégicas y por inmunofluorescencia
y se comprobd que entre las fibras de los andamios se encontraban células y proteinas asociadas a
las neuronas. Ademas, se observd una disminucion de los efectos del dafio secundario tales como
quistes en el grupo del andamio recubierto. Estos resultados sugieren que los andamios fibrilares
de PLA recubiertos con pPPy-I presentan una estrategia potencial para el tratamiento de la seccién
completa de ME.
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Cr2 Fosfocreatina

DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol

DMF Dimetilformamida

DRX Difraccién de rayos X

DSC Calorimetria diferencial de barrido

DTI Imagenologia por Tensor de Difusién (DTI) y (MRS)
DTT Tractografia del tensor de difusiéon

EC Epicentro

ESM Error estandar de la media

FA Fraccion de anisotropia

FDP Funcién de densidad de probabilidad

FOV Campo de visidn

Glx Glutamato-glutamina-GABA

HE Hematoxilina-eosina

HR Humedad relativa

| Yodo

IH Infinite Horizon Impactor

IR-ATR Espectroscopia infrarroja con reflectancia total atenuada
IRM Imagen por resonancia magnética

Lac Lactato

LCR Liquido cefalorraquideo

LME Lesién de médula espinal

LMEC Lesidn de médula espinal por contusion

LMESC Lesién de médula espinal por seccion completa
MAP2 Proteina asociada a microtubulos 2

MD Difusividad media

ME Médula espinal

MEB Microscopia electrdnica de barrido




ml Myo-inositol

MRS Espectroscopia por resonancia magnética
MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
NAA N-acetil aspartato

NH Grupo amino

NSA Numero de sefiales promediadas

PA Porosidad aparente

PANI Polianilina

PAS Acido periédico de Schiff

PB Buffer de fosfatos

PBS Buffer fosfato salino

PD Patas delanteras

PEMs Potenciales evocados motores

PESs Potenciales evocados somatosensoriales
PFA Paraformaldehido

PLA Poliacido lactico

PLA+pPPy-I PLA recubierto con pPPy-I

PNS Estimulacidn de nervios periféricos (peripheral nerve stimulation)
PP Patas posteriores

ppm Partes por millén

pPPy-I Polimero de pirrol dopado con yodo sintetizado por plasma
PPy Polipirrol

PRESS Secuencia point-resolved

Py Pirrol

RD Difusividad radial

RF Radiofrecuencia

RM Resonancia magnética

rPLA PLA en configuracién aleatoria

SAR Tasa de absorcidn especifica (specific absorption rate)
SNC Sistema nervioso central

SNR Relacién sefial a ruido

T9 Vértebra tordcica 9

TBS Tris buffer salino

TBSTn TBS con Tritdn al 0.5%

Tcc Temperatura de cristalizacién en frio

TE Tiempo de eco

Tg Temperatura de transicién vitrea

TGA Termogravimetria

Tm Temperatura de fusion

Tm; Temperatura de fusién menor

TR Tiempo de repeticion
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En el transcurso de este proyecto, surgieron las siguientes publicaciones:
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A., & Olayo-Gonzélez, R. (2021). Pyrrole Plasma Polymer-Coated Fibrillar Scaffold
Implant: Pilot Study in Rat Spinal Cord Transection with MRI. En 43rd Annual
International Conference of the IEEE Engineering in Medicine & Biology Society (EMBC)
(pp. 1218-1221). IEEE.

2. Osorio-Londoiio, D. M., Godinez-Fernandez, J. R., Acosta-Garcia, M. C., Morales-Corona,
J., Olayo-Gonzalez, R., & Morales-Guadarrama, A. (2021). Pyrrole plasma polymer-
coated electrospun scaffolds for neural tissue engineering. Polymers, 13(22).
https://doi.org/10.3390/polym13223876.

Los documentos en extenso se muestran en los anexos.
Adicionalmente, se presentaron los siguientes trabajos de congreso:

1. Characterization of Pyrrole Plasma Polymer-Coated Electrospun Scaffolds for Neural
Tissue Repair. MACROMEX 2021 (en linea)

2. Propiedades de andamios recubiertos de pPPy y pPPy-l y su interaccion con sistemas
neuronales. || Congreso de Neuro-Biomateriales 2021 (en linea)

3. Acute response evaluation of a PLA-pPPy/I scaffold implant by MRI in a rat spinal cord
transection model. Polymer-Connect 2022 (Italia, Roma)
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Desarrollo del documento

En el capitulo 1 se presenta la base tedrica del trabajo:

¢ Neuroanatomia estructural y funcional (normal).

e Lesién de médula espinal: modelos patoldgicos, fases del dafio secundario.
e Antecedentes directos: andamios y pPPy-l en LME.

e Planteamiento del problema, hipdtesis, objetivos.

e Procedimiento general desarrollado.

En el capitulo 2 se presenta el desarrollo y caracterizacién de los implantes: electrohilado, la técnica
de sintesis por plasma, caracterizacion fisicoquimica y morfologia (didmetro de las fibras y tamafio
del implante/apdsito).

En el capitulo 3 se describe el desarrollo del modelo de lesién por seccién completa en ratas.

El capitulo 4 muestra la evaluacion de la respuesta funcional a través del analisis de locomocién y
conductividad bioeléctrica (potenciales evocados motores y somatosensoriales).

El capitulo 5 consiste en la evaluaciéon del efecto de los implantes por resonancia magnética (RM),
mediante secuencias anatdémicas ponderadas en TIW-3D y T2W,; analisis del Tensor de Difusidon
(DTI), tractografia (DTT), fraccién de anisotropia (FA), difusividad media (MD), difusividad axial (AD)
y radial (RD); analisis de la concentracién de metabolitos fisiopatoldgicos en el sitio de lesion e
implante mediante el espectro por RM.

En el capitulo 6 se aborda la histologia e inmunofluorescencia de las muestras obtenidas tras 8
semanas de estudio, incluyendo el analisis de la microestructura de la zona de lesion por tinciones
inespecificas de hematoxilina-eosina (HE), tricrdmica de Masson (marca de colagena),
proteoglicanos y ldmina basal (PAS), violeta de cresilo (marca de neuronas y glia), y tincidn especifica
de neuronas (proteina asociada a microtubulos, MAP2).

Los resultados son analizados en la Discusidn y finalmente se exponen las Conclusiones generales,
Limitaciones y trabajo a futuro.
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Capitulo 1. Marco tedrico

Las lesiones de médula espinal (LME) son padecimientos devastadores ya que afectan severamente
al individuo que la padece asi como a sus familias, en los diversos ambitos de su vida, no solamente
en su calidad de vida sino en su economia y sus relaciones sociales, ademds de asociarse con una
muerte prematura ®. Es un problema de salud publica, ya que la mayoria de los pacientes son
excluidos y se vuelven dependientes, considerando ademas que la mayoria de ellos estan en etapa
productiva 2.

La OMS reporta que la incidencia mundial de las LME tanto traumaticas como no traumaticas se
encuentra entre 40 y 80 casos por millédn de habitantes, por lo que se estima que, cada afio, entre
250.000 y 500.000 personas sufren una LME 3, siendo en su mayoria hombres con una edad
promedio de 33 afios °. En México, asi como en muchos paises de ingreso medio o bajo, no existen
registros actualizados dedicados a documentar la incidencia y prevalencia de las lesiones medulares
6, el Ultimo estudio realizado reportd una incidencia anual de LME de 18.1 por milldn de habitantes,
con una ocurrencia mas frecuente en hombres en edad productiva, entre 16 y 35 afios ’. A nivel
mundial, esta incidencia es maxima en la edad adulta temprana, aunque actualmente, dado el
aumento en la expectativa de vida, el perfil estd cambiando y la tendencia incluye mujeres y
ancianos >58,

Las causas principales de las LME son los accidentes de transito, las caidas y la violencia (impacto de
arma de fuego y arma blanca), aunque las LME no traumaticas parecen estar en aumento, tales
como aquellas causadas por cancer u otras enfermedades como la osteoporosis *. Cada una de las
LME implica diversos mecanismos fisiopatolégicos que determinan el tipo de tratamiento
implementado para tratar de contribuir a la recuperacién del paciente. Por lo tanto, conocer la
fisiologia natural de la médula espinal (ME), asi como los mecanismos fisiopatoldgicos relacionados
con cada tipo de lesion es clave en el proceso de disefio de tratamientos adecuados.

1.1. Neuroanatomia estructural y funcional

La ME es parte del sistema nervioso central (SNC), extendiéndose caudalmente desde el cerebro,
protegida por la columna vertebral. Esta recubierta por las tres membranas protectoras del SNC: la
duramadre, la aracnoides y la mas interna, la piamadre. La duramadre es un tejido fibroso
resistente, mientras que la piamadre es suave, esta altamente vascularizada y en intimo contacto
con la ME. Entre la piamadre y la aracnoides fluye el liquido cefalorraquideo (LCR), en el espacio

denominado subaracnoideo .

A diferencia del cerebro, en la ME la materia gris esta rodeada por la materia blanca en su

11

circunferencia ', como se muestra en la Figura 1. A cada lado de la ME, las fisuras laterales

anteriores y posteriores representan los puntos donde las raices ventrales y dorsales emergen de la

ME para formar los nervios espinales 2,
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Figura 1. Corte histoldgico longitudinal
de ME con tincién de tricromico de
Masson.

La materia blanca constituye las fibras o axones que conectan secciones de la materia gris y, en su
mayoria, se compone de fibras mielinizadas. La materia gris, que se compone principalmente de
neuronas, interneuronas y células gliales, es donde llevan a cabo las sinapsis. Ademas, la materia
blanca se encuentra organizada en tractos o conjuntos de fibras, las cuales se clasifican de acuerdo
con las regiones que conectan >*2(Figura 2).

Dorsal (posterior)

Columnas
dorsales
w . . -
.g Tracto piramidal
3 Tracto lateral
. z . v
s espinotaldmico 2z
Q — S
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g g
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espino-tectal ;
= P Tracto vestibulo- g
Tracto espinal £
espinotalamico E
anterior Tracto piramidal
- anterior

-

Ventral (anterior)

Figura 2. Localizacién de los tractos ascendentes y descendentes de la materia blanca. Modificada de °.

Las fibras aferentes, las cuales transmiten informacién desde la periferia hacia el SNC, terminan en
las astas dorsales, mientras que las fibras eferentes se originan en las astas ventrales y se extienden
hacia la periferia %2

Los tractos de la materia blanca comunican los diferentes niveles de la ME, asi como éstos con el
cerebro, siendo estos bilaterales, es decir, cada uno de los tractos se encuentra a cada lado de Ia
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ME (Figura 2). Los tractos de la materia blanca se podrian clasificar en dos, segln su funcidn: los
ascendentes y descendentes. Los tractos ascendentes transmiten informacién hacia el cerebro y los

tractos descendentes transmiten informacion desde el cerebro %3,

Figura 3. Neuronas vy células gliales

marcadas con violeta de cresilo.

Canal central
Figura 4. Inmunofluorescencia de la
médula espinal. La marca color naranja
es proteina asociada a microtubulos 2
(MAP2), que se encuentra
especificamente en el citoplasma de las Neuronas
neuronas. La marca azul (DAPI) son ; \
nucleos de células gliales y neuronas. El
canal central estd cubierto por células

ependimarias.

Aungue hablar del sistema nervioso implica naturalmente hablar sobre neuronas, el 75-90% del
sistema nervioso se compone de células no excitables, las células gliales o la neuroglia (Figura 3 y
Figura 4), que es un conjunto de células de soporte estructural y funcional a las neuronas: los
astrocitos, la microglia, células ependimarias, células de Schwann y oligodendrocitos >4,

Los astrocitos conforman la mayor cantidad de células gliales del SNC formando un vinculo
estructural y funcional entre neuronas y células gliales, el LCR y los vasos sanguineos. Los astrocitos
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dirigen el desarrollo de capilares especiales que controlan el transporte y el paso de ciertas
moléculas entre la sangre y el SNC, formando una estructura compleja denominada barrera
hematoencefalica. Los astrocitos, ademas, guian el desarrollo neuronal, en especial de las neuritas,
para que estas se dirijan a su destino correcto y regulan el desarrollo y mantenimiento de las
sinapsis. Posiblemente, también participan en la regeneracidon de axones dafiados °. Los astrocitos
responden a diversos efectos perjudiciales al SNC, a través de la proliferaciéon de los llamados
astrocitos reactivos. Mediante este proceso se forma la denominada cicatriz glial, la cual, aunque es
un proceso de reparacion del tejido afectado, se considera un mecanismo que impide la elongacién
y regeneracion de los axones en el SNC 4. En conjunto con la microglia, los astrocitos protegen el
sistema de sustancias toxicas, especialmente del estrés oxidante! y de los residuos celulares °.

Los oligodendrocitos son pequefios cuerpos celulares, que se agrupan en filas alrededor de axones
mielinizados. Asi como las células de Schwann en el sistema nervioso periférico, los oligodendrocitos
forman la capa de mielina de las fibras nerviosas en el SNC. Esta capa de mielina provee un
aislamiento e incrementa la velocidad de conducciéon de las fibras nerviosas. A diferencia de las
células de Schwann, los oligodendrocitos tienen varios procesos celulares y pueden mielinizar varios
segmentos o varias fibras nerviosas 3.

La microglia protege al sistema nervioso de materia extraiia, como bacterias o residuos de células
muertas, asi como de estrés oxidante, utilizando mecanismos como la fagocitosis o la liberacidn de

citocinas °. Se encuentran inactivas (MO) en el SNC normal, y proliferan ante dafios al SNC (M1, M2)
13

Las células ependimarias rodean las cavidades del cerebro y el canal central de la ME. Ellas facilitan
el flujo de LCR mediante sus cilios 3. El canal central se encuentra en el centro de la ME y se
considera un nicho neurogénico, al poseer células madre neurales latentes, que pueden
diferenciarse en determinadas condiciones a neuronas y células gliales *°.

Esta organizacion estructural y funcional se ve afectada de diversas formas ante una lesidn,
dependiendo de su tipo.

1.2. Lesion de médula espinal

La lesion mas comun es aquella que resulta de un impacto repentino sobre la columna, en la cual se
fracturan o dislocan vértebras, cuyos fragmentos pueden lesionar el tejido medular. Los
mecanismos de lesion mas comunes son: el impacto mas la compresion persistente o transitoria, la
distension y laceracién. Independientemente del tipo de lesion, este tipo de fuerzas afectan
directamente tanto tractos ascendentes y descendentes como vasos sanguineos y membranas
celulares, constituyéndose el dafio primario, el cual determina la severidad de la lesién medular 6.

L El estrés oxidante es un desbalance entre la manifestacidn de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno y la
habilidad del sistema bioldgico para neutralizar rapidamente los intermediarios reactivos o reparar el dafio
resultante.
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Para tratar de replicar los mecanismos de lesién y poder estudiarlos detalladamente de forma
controlada, asi como para la investigacion de nuevos tratamientos, se utilizan los modelos animales
de lesion medular, en los cuales se utilizan dispositivos disefiados para imitar las fuerzas que se
presentan en el dafio primario Y. Las mas utilizadas, por su reproducibilidad, se mencionan a
continuacién.

1.2.1. Modelos de lesion medular

Los diversos modelos de LME se han implementado en animales con el objetivo de estudiar los
mecanismos de la lesidn, asi como los efectos de las diversas estrategias de tratamiento.
Actualmente, los animales mas cominmente empleados son la ratay el ratdn, por su disponibilidad,
facilidad de mantenimiento y bajo costo que animales mas grandes como los primates. Sin embargo,
la rata se considera el modelo de roedor que mejor se aproxima a los fenédmenos que caracterizan
la fisiopatologia, electrofisiologia, funcidon y morfologia de la lesion medular en el humano; donde
la lesion evoluciona en forma de cavidades en el epicentro de la lesién, al igual que en la rata .

La LME ademas tiene consecuencias funcionales, entre las que destacan la discapacidad motora. En
particular, las lesiones a nivel toracico en la rata afectan el movimiento del tren posterior del animal.
La evolucién de la movilidad en las LME se evaltia cominmente utilizando la escala BBB 8. Esta
escala es una herramienta que incluye 22 puntos, donde O corresponde a la ausencia total de
movimiento en las extremidades posteriores, y 21 a la locomocién normal, es decir, marcha
coordinada con pasos plantares consistentes, despliegue de dedos, posicionamiento paralelo de las
patas, estabilidad del tronco y cola levantada consistentemente 18,

1.2.1.1. Compresion

Estos modelos simulan aquellas lesiones donde fragmentos de hueso se rompen y comprimen el
tejido medular, ya sea por una flexidon o compresidn axial o lesiones no traumadticas, como la fuerza
compresiva de un tumor hacia la ME '°. Ademds, se utilizan para investigar los efectos de la duracion
de la compresion, dado que el momento de la descompresién impacta sobre la magnitud de la lesién
en humanos %.

Para llevarlos cabo se han empleado los forceps calibrados, los clips de aneurisma/vasculares o el
globo %°. Estos modelos tienen en comun que no se pueden registrar los pardmetros de la fuerza
aplicada a la ME mientras se lleva a cabo la técnica, pero en general son de bajo costo, y en algunos
casos altamente consistentes y reproducibles 2%, Para llevarlos a cabo, se requiere laminectomia, sin
embargo, para el modelo del globo Unicamente se requiere insertar un catéter a través del hueso,
por lo que la técnica es menos invasiva, aunque es mucho menos reproducible respecto a las demas
y se reportan inconsistencias respecto a la lesién inducida 2%

Los fdrceps calibrados aplican una fuerza a cada lado de la ME, controlando la severidad en funcidn
de la distancia minima de apertura, es decir, la relacién entre la severidad de la lesidn es inversa
respecto a la distancia de apertura de los foérceps, y es directa respecto a la duracién de la
compresion. Sin embargo, no se registra la fuerza aplicada durante el proceso, y la velocidad de

cierre de los férceps no es un pardmetro reportado 1922,
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La compresidn por clip vascular es un modelo muy utilizado ya que simula la fuerza aplicada por un
impacto inicial de “alta” velocidad seguido de una compresion de mayor duracién (segundos a
minutos) que en los modelos de contusidn, por lo que es considerado de contusién-compresién .
Es un método relativamente simple y de bajo costo, ya que sdélo se requiere el clip vascular
modificado para aplicar una fuerza determinada (de 35-50 g para una lesion moderada a severa).
Ademas, en contraste a los modelos contusivos, la lesion se aplica tanto ventral como dorsalmente.
Sin embargo, este modelo requiere de una laminectomia a un drea suficiente que permita la
aplicacién del clip y existe el riesgo de lesionar los nervios espinales, por lo que se deben retirar de
la trayectoria del clip lo mejor posible. Ademas, se debe tener en cuenta que en este modelo no se
registra la fuerza aplicada durante el proceso ni la velocidad de cierre del clip, con el riesgo de que
el mecanismo puede perder fuerza a medida que se va empleando en cada sujeto 17222,

1.2.1.2. Contusion

Este tipo de modelos simulan lesiones traumaticas como caidas o impactos sobre la columna que
resultan en fracturas de las vértebras seguidas de la compresion de la ME. Para lograr modelos
reproducibles de este tipo, se utilizan dispositivos que permiten la caida de un objeto de
dimensiones especificas sobre la ME, lo que indica que la laminectomia es necesaria. Actualmente,
existen dispositivos comerciales que se han utilizado ampliamente dada la similitud entre la lesidn
inducida y la lesiéon traumdtica en humanos. Los mas comunes son el NYU Impactor, el Infinite
Horizon (IH) Impactor y el OSU Electromagnetic Spinal Cord Injury Device (ESCID) %°.

El modelo contusivo establece una lesién de un impacto rapido con una compresién transitoria, lo
cual simula parcialmente las lesiones mas comunes en humanos. El IH Impactor permite agregar un
periodo de compresidn adicional al impacto de hasta 60 s, sin embargo la velocidad del impacto no
supera los 0.13m/s, mientras que el NYU Impactor puede impactar la ME con una velocidad desde
0.33m/s hasta 0.9 m/s, dependiendo de la altura definida por el disefio experimental, pero sin la

|”

posibilidad de controlar la duracidn del impacto ni los multiples impactos asociados al “rebote del

peso” sobre la ME, dada su biomecénica 16:17:2425,

Dado que en la clinica se reportan velocidades de impacto que exceden 1m/s, ademas de que
intuitivamente se puede pensar que la velocidad tiene una relacién directa con la severidad de la
lesién por las propiedades mecdnicas de la ME, se han planteado métodos que permitan impactos
a mayores velocidades. Dos propuestas son el LISA y el Impact One de la marca Leica, donde éste
ultimo es mas cominmente aplicado en modelos de lesidn cortical 22>2¢, Estos dispositivos alcanzan
velocidades de hasta 2 y 6 m/s respectivamente, sin embargo, los resultados muestran diferencias
importantes respecto a la velocidad de impacto y la severidad de la lesion si se alcanza cierto umbral
de profundidad del impacto o magnitud de tejido desplazado superior a los 900 um en el modelo

de rata %,

Adicionalmente, algunos dispositivos ofrecen la oportunidad de mantener un tiempo de compresion
después del impacto tal como los ya mencionados IH Impactor y LISA 242, o los clips vasculares, de
manera que se genera un modelo de contusidon-compresién. Los modelos de contusién-compresion
se utilizan en investigacion traslacional ya que presentan similitudes a la lesién traumatica de ME,
por ejemplo, la formacion de cicatriz glial en estadios crénicos. Es por ello que se utilizan para
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investigar terapias neuroprotectoras, apoptosis, el dafio secundario y tratamientos en etapas
cronicas de la lesién %°.

Sin embargo, en los modelos tanto contusivos como compresivos o la suma de ellos normalmente
guedan intactos ciertos tractos, por lo que de ser utilizados en estudios sobre regeneracion se
pueden obtener resultados imprecisos 2.

1.2.1.3. Seccidn/laceracion

Este modelo, aunque no es comun a nivel clinico, es muy util en estudios de regeneracion celulary
axonal, en terapias de trasplante de células y en andlisis y recuperacién de tractos y circuitos
neuronales en los distintos niveles de la ME. Es un modelo estable, reproducible y contundente, ya
que resulta en la interrupcién de la continuidad de informacién neuronal hacia el cerebro, dado que
se elimina la continuidad de los tractos de la materia blanca y se irrumpe totalmente la estructura
de la materia gris en una seccidn de la ME . Incluso, el modelo de laceracidn de un segmento de
ME se ha aplicado en estudios donde se explora el tratamiento del modelo crénico, donde se retira
el segmento correspondiente a la cicatriz glial, consecuencia del dafio secundario 332,

Para llevarlo a cabo se utilizan tijeras de microcirugia o bisturi para hacer un corte transversal de la
ME, por lo que la laminectomia es indispensable. A diferencia de la lesion de médula espinal por
contusion (LMEC), donde tractos ventrales pueden quedar intactos, la seccién completa elimina la
conexién entre los segmentos de la ME. Sin embargo, los mecanismos de la lesién secundaria,
caracteristica de las lesiones comunmente reportadas en la clinica, son distintos a la que se observa
en seccidon completa o laceracidn, por lo que modelos contusivos/compresivos son preferibles
cuando se desea estudiar el desarrollo de la lesidén secundaria 2.

1.2.2. Desarrollo del dafio secundario

El dafio secundario es un conjunto de mecanismos que inician dentro de los siguientes minutos
posteriores a la lesién primaria a la ME, ya sea el impacto, compresidn o perforacion del tejido. Se
divide de manera temporal en las fases aguda (<48 h), subaguda (48 h — 6 meses) y crénica (>6
meses) 3233,

La fase aguda consiste en un conjunto de cambios fisicoquimicos, muerte celular, isquemia por
destruccién de vasos sanguineos, ingreso de células y citocinas inflamatorias en el sitio de la lesién.
La fase subaguda continta con inflamacidn, excitotoxicidad?, apoptosis, desmielinizacion de axones
sobrevivientes y degeneracion axonal y el desarrollo de una cicatriz glial. Las células inflamatorias
intentan eliminar los desechos de mielina, pero producen compuestos citotdxicos que incluyen
radicales libres (O, perdxido de hidrégeno y peroxinitrito), incrementando el dafio tisular y
acentuando las condiciones proinflamatorias 3. La lesién secundaria evoluciona en la fase crdnica
con la formacién de una cavidad quistica, degeneracidn axonal progresiva, maduracion de la cicatriz

glial y reorganizacién de circuitos neuronales 1634,

2 La excitotoxicidad es la sobreactivacién de receptores al glutamato, un neurotransmisor excitatorio. De esta
manera, la célula sufre dafios internos por el exceso de entrada de iones de calcio.

19



La cicatriz glial es un fenédmeno multifactorial conformado por un conjunto heterogéneo de células
que incluye astrocitos reactivos, microglia, células ependimarias y fibroblastos, entre otras (Figura
5).

Epicentro de la lesién
(cicatriz fibrética)

Cavidades quisticas l

o
o %

Tejido preservado,

reactivo A

Figura 5. Histologia de una lesion de médula espinal por seccion completa. En este corte longitudinal de ME
de rata obtenido 8 semanas después de una lesidn por seccion completa, se observa el epicentro de la lesion
constituido por tejido conectivo, desprovisto de tejido neuronal, llamado cicatriz fibrética. A los lados, se
encuentra tejido preservado pero reactivo, que contiene glia reactiva y lleva a cabo procesos de
reorganizacion de circuitos neuronales .

Esta cicatriz limita la propagacidn de la inflamacién hacia tejido sano, sin embargo, a largo plazo, en
conjunto con la presencia de componentes de la matriz extracelular (proteoglicanos de sulfato de
condroitina, laminina, fibronectina, etc.), impide la diferenciaciéon celular y la regeneracion o
propagacion axonal durante las fases subaguda y crdnica. Incluso, se ha detectado en humanos 42
afios después de la lesion 6.

La muerte celular y degeneracidn tisular producen la formacidon de cavidades quisticas que
contienen liquido extracelular, macréfagos y tejido conectivo. Estas cavidades constituyen una
barrera para la regeneracién de axones, asi como un sustrato que dificulta la migracién celular 3,
Adicionalmente, la continua inflamacién junto con la permanencia de mielina dafiada participan en
el mantenimiento de un ambiente inhibidor para la neuro regeneraciéon . Todos estos

componentes constituyen el fundamento de las terapias neuroprotectoras 3.

1.3. Antecedentes

Las terapias que pretenden contribuir a la recuperacion motriz y sensorial de sujetos con LME son
diversas, desde las ya aplicadas a nivel clinico hasta experimentales, sin ofrecer ain una
recuperacidon completa del tejido nervioso afectado 3°. Sin embargo, grandes esfuerzos se han
concentrado en la recuperacién motriz de modelos animales que quedan paraliticos tras una LME,
tanto en modelos de laceracidon como en contusidn, utilizando materiales bioactivos que promueven
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interacciones celulares y aportan un cambio en el microambiente del sitio de lesion, reflejdndose
en la recuperacién motora del tren posterior ¥’.

1.3.1. Andamios como estrategia de reparacion tisular

Desde el campo de la ingenieria de tejidos se han propuesto estrategias para restaurar la estructura
y funcionalidad de los tejidos mediante sustratos biomiméticos disefiados como soporte de
reparacion y regeneracion tisular *3°, denominados andamios. Idealmente, estos sustratos se
plantean con la estructura éptima dirigida hacia una restauracién funcional, sin rechazo del sistema
inmune, buscando la formacién de neotejido que pueda integrarse al huésped %*!, Adicionalmente,
se busca que los materiales modulen la inflamaciéon y los efectos del dafio secundario mediante
liberacion de factores neurotréficos 4%, células y farmacos 4**4, entre otros, mientras proveen un
sustrato que permita la reconexién del tejido medular preservado #°.

Entre los trabajos destacados con aplicacidon de andamios en LME se encuentra el de Hurtado y cols.
(2011), quienes implantaron conductos de polidcido lactico (PLA), un polimero biodegradable, en
forma de pelicula o de fibras alineadas o aleatorias, como tratamiento de una laceraciéon de 3mm
de la ME en ratas. Estos conductos, que se colocaron entre los dos segmentos de la ME, contenian
una solucién de fibrinégeno en DMEM con CaCl,, aprotinina y gentamicina. Tras 4 semanas de
estudio, se encontraron vasos sanguineos en los conductos, asi como fibras axonales en direccién
rostro-caudal en los conductos de fibras alineadas, significativamente mas largas que en conductos
formados por pelicula o fibras aleatorias. No obstante, los animales mostraron una limitada
recuperacion motora, logrando la movilidad de una o dos articulaciones (entre 2 y 3 puntos en la
escala BBB), sin diferencias entre los grupos de estudio .

La organizacién topografica de los andamios es un factor que influye en la morfologia del espacio
poroso, entre otros efectos. Este factor interviene en la capacidad del andamio para promover la
migracion celular y factores troficos. Cnops y cols. (2020) investigaron el efecto del
empaquetamiento fibrilar de andamios electrohilados como tratamiento de la lesién por seccién
completa (LMESC). Aunque la hipdtesis sugeria que poros mas amplios producirian un mejor efecto
en la recuperacion del tejido, observaron que una estructura mas empaquetada favorecia el
crecimiento axonal y reducia los efectos del dafio secundario. Sin embargo, detectaron menor
infiltracion de vasos sanguineos #’. Estos resultados destacan la importancia de una estructura que
provea un equilibrio entre el espacio poroso y la superficie de anclaje celular.

Existen diversos métodos de fabricaciéon de andamios para ingenieria tisular *¢. Entre ellos, el
electrohilado es una técnica que produce matrices constituidas por fibras nano y micrométricas con
una alta relacién superficie a volumen, que se pueden depositar en distintas configuraciones segin
la topografia deseada . La porosidad de las matrices esta dada por el depdsito de las fibras en el
colector, de manera que se pueden ajustar los parametros del proceso de electrohilado para formar
matrices con poros de tamafios y formas que produzcan una interaccidn con el tejido . El tamafio
de las células, la forma en la que estas se organizan son caracteristicas que pueden influir en el
disefo de la estructura del andamio.
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En el campo de los materiales para ingenieria tisular es ideal que estos sean biocompatibles y
preferiblemente que se puedan integrar adecuadamente al tejido *®. Los polimeros naturales son
materiales biodegradables ampliamente utilizados en ingenieria tisular aunque estos suelen
complementarse con otros materiales para incrementar sus propiedades fisicoquimicas o mecanicas
y mejorar sus efectos terapéuticos .

Los polimeros conductores como el polipirrol (PPy) y la polianilina (PANI), son candidatos atractivos
en laingenieria de tejidos neurales por sus propiedades eléctricas, ya que las neuronas, como células
excitables, responden a estimulos eléctricos. Sin embargo esos materiales no son biodegradables,
sus propiedades mecanicas no se consideran acordes al tejido nervioso, y su potencial citotoxicidad
e inmunogenicidad, asociadas con los agentes oxidantes utilizados en su proceso de sintesis son

algunas limitaciones en su aplicacién en ingenieria tisular 52-°°,

Una alternativa es la combinacién de los polimeros conductores con materiales adecuados para su
55,57 y

polimeros biodegradables °°°, entre otros. De esta manera, se pretende mejorar la interaccidn de

interaccién con los tejidos. Algunos ejemplos son los polimeros naturales >%°¢, hidrogeles

estos materiales con el medio biolégico mientras se aprovechan sus propiedades eléctricas.

Estudios con andamios de fibras de PLA+PPy orientadas demuestran el aumento de la conductividad
eléctrica de los andamios, debidas a la presencia de las nanoparticulas de PPy . Este composito fue
estudiado como tratamiento de la LMESC ®%%!, incorporando células estromales de médula dsea
(BMSCs) 8. Los estudios muestran reduccion de cavidades quisticas y apoptosis, asi como evidencia
de regeneracidon axonal, mielinizacién de fibras y conduccién de potenciales evocados motores
(PEMs) a través del implante, sin embargo, la recuperacion motora alcanzé alrededor de 6/21
puntos en la escala BBB en los animales implantados con el composito PLA+PPy+BMSCs. Esta
recuperacion funcional pudo haber sido limitada por las condiciones de sintesis del PPy, al ser una
sintesis quimica, implica el uso de compuestos oxidantes como el FeCls. El material podria tener
trazas de estos compuestos oxidantes, afectando la respuesta tisular y la interaccién con el tejido
preservado, y limitando su funcionalidad.

1.3.2. Polimero de pirrol sintetizado por plasma

62-69

El pPPy-I es un material biocompatible , que por su método de sintesis presenta propiedades

7071 sin trazas de otros compuestos oxidantes que

eléctricas particulares en el medio bioldgico
puedan producir respuestas adversas 2. Segun lo reportado por Cruz y cols., la conductividad
eléctrica del pPPy varia entre 10° a 10?S/cm. Cuando la humedad relativa (HR) de las muestras
aumenta al 90%, la conductividad aumenta en tres drdenes de magnitud. El pPPy-I exhibié una
conductividad de alrededor de 101° S/cm en 30 % HR y aumentd a 10 S/cm en 90 % de HR. En
92% HR la conductividad aumentd a 103 S/cm vy, por lo tanto, pPPy-I puede considerarse como un

semiconductor 7%

Este material ha demostrado efectos terapéuticos en la recuperacién de LME en rata y en mono 7
8 mediante la neuroproteccion del tejido ante los efectos del dafio secundario, lo cual favorecié la
recuperacion de la locomocién de patas posteriores. Estos efectos se atribuyen a la riqueza quimica
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del pPPy-l, donde se destaca la presencia de aminas primarias y secundarias, nitrilos y secciones
alifaticas que constituyen un material complejo con afinidad a integrinas que unen a la matriz
extracelular 7%}, |o cual podria explicar la capacidad de interaccidn celular del polimero.

La aplicaciéon del pPPy-I como terapia en la LME traumatica se ha reflejado en la recuperacién
motora, producida posiblemente por mecanismos de neuro-proteccidon o regeneracidn axonal, por
lo que se requiere mayor analisis para demostrar la presencia de dichos mecanismos. Ademas, el
analisis del tejido por imagen de resonancia magnética (IRM) asi como de la histologia, muestra la
capacidad del polimero para limitar la formacidn de cavidades quisticas asociadas al dafio
secundario de la LME, facilitar la presencia de neuronas y mielina, asi como procesos de
regeneracidn axonal en el epicentro de la lesion, en modelos por LMESC y LMEC 73747980,

Ademas, se ha demostrado la funcionalidad de vias aferentes en animales implantados con pPPy y
pPPy-I mediante estudios de potenciales evocados somatosensoriales (PESs). Cruz y colaboradores
(2012) mostraron una recuperacion significativa de latencia de los PESs en los grupos tratamiento
con el implante de polimeros plasma, mientras que en los otros grupos la latencia aumento para la
semana 8 de estudio (componente N1: 218% en pPPy, 202% en pPPy-1, 347% en controles, 262% en
pPPy/PEG; componente P1: 126% en pPPy, P1: 137% en pPPy-I, 220% en controles, 185% en
pPPy/PEG). Ademas, al realizar la histologia del tejido adyacente a la LME y a los implantes, se
encontré que los implantes de pPPy y pPPy-l promovieron la neuroproteccién dado que el drea de
tejido preservado fue significativamente superior comparados con los otros grupos. Este resultado
permitié comprobar que los implantes promovian la recuperacion motora y la conductividad de
sefiales eléctricas a través de la presencia de tejido funcional 7°.

En la siguiente tabla (Tabla 1) se presenta la linea de tiempo resumiendo el progreso de la
investigacion del pPPy-l como estrategia terapéutica de la LME.

Tabla 1. Linea de tiempo de la investigacion del pPPy-ly la LME.

Ao | Autores Resumen de los avances Referencia
1999 | Cruz, G.J., Sintesis y caracterizacién de polimeros de pirrol por plasma: | 7*
Morales, ).y | analisis de su morfologia, grupos funcionales, conductividad
Olayo, R. eléctrica y su relacion con la humedad relativa.
2008 | Olayo, R. vy | Implante de polimeros derivados del pirrol sintetizados por | 73
cols. plasma en LMESC durante 30 dias evaluados por histologia.
2012 | Cruz, G. vy | Implante de polimeros derivados del pirrol sintetizados por | 7
cols. plasma en LMESC durante 8 semanas evaluados por PESs,
BBB e histologia.
2014 | zafiga, E. y | Evaluacién morfoldgica y electrofisioldgica de cultivos | ®
cols. neuronales sobre superficies modificadas con pPPy.
2014 | Zadiga, E. Evaluacion morfoldgica y  electrofisiolégica  de | &
motoneuronas cultivadas sobre matrices electrohiladas de
PLA recubiertas con pPPy.
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2015 | Alvarez, L. y | Implante de polimeros derivados del pirrol sintetizados | 7
cols. quimicamente y por plasma en LMESC, evaluados por
histologia y BBB.
2015 | Alvarez, L. y | Evaluacién del implante de pPPy-l en LMEC agregando | 78
cols. rehabilitacion por caminadora mediante BBB e histologia.
2017 | Mondragén, | Implante del polimero en fase subaguda de LMEC evaluado | 7#
R.y cols. por IRM de 3T in vivo e histologia, ademas de BBB.
2018 | Fabela, O. y | Se agrega albumina y agua al pPPy-l para incrementar la | ”®
cols. concentracion del polimero en el sitio de la LMEC,
mostrando mejor respuesta funcional motora.
2019 | Serratos, |. y | Se demuestra in silico la interaccién entre integrinas y | &
cols. grupos funcionales del pPPy y su origen molecular.
2020 | Sénchez, S. y | Deteccién de proteinas asociadas con plasticidad neuronal, | &
cols. regeneracion neuronal y mielinizacion por
inmunohistoquimica en tejidos con LMEC e implante de
pPPy-l en conjunto con rehabilitaciéon fisica (nado y
ambiente enriquecido), ademas de recuperacién funcional
motora tras 8 semanas de tratamiento.
2021 | Osorio, D. vy | Fabricacidny caracterizacién de andamios electrohilados de | &
cols. PLA recubiertos con pPPy vy pPPy-l: fisicoquimica,
morfologia y respuesta del medio bioldgico.
2022 | Morales, A. y | Implante de pPPy-l en LMESC en mono Rhesus evaluado ”
cols. por IRM-DTI.
2023 | Coyoy, A. vy | Expresién de genes asociados con procesos de desarrollo, | 8
cols. biogénesis, sinapsis, trafico de vesiculas sinapticas,
proliferacidn, desarrollo celular, diferenciacién celular,
neurogénesis, desarrollo neuronal en animales con LMEC e
implantes de pPPy-I + rehabilitacion después de 4 semanas
de tratamiento.

Aunque se ha planteado el uso de este polimero en conjunto con sustratos fibrilares como andamio

62,65

para regeneracion de otros tejidos °~®, su aplicacion en la LME aun falta por estudiarse.

1.4.

La LME es un padecimiento que en los casos mads graves, ademds de afectar la sensibilidad y

Planteamiento y delimitacion del problema

motricidad de los pacientes, afecta el sistema auténomo, el control de esfinteres, la respiraciény el
sistema cardiovascular ®. Actualmente, no existen terapias que permitan una recuperacion funcional

completa del tejido medular ante una LME, sobre todo en las mas severas 888,

EI SNC en el adulto tiene poca o nula capacidad de regeneracidn, ya que su respuesta ante una lesién
produce un entorno que inhibe la capacidad regenerativa del tejido 7. La inflamacién persistente
y la cicatriz glial créonica producen compuestos que conducen a la disminucién de estimulos
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asociados a la regeneracién nerviosa #*°. Por lo tanto, expertos en el campo tienen la hipdtesis de
que, si se modula la formacidn de la cicatriz glial en conjunto con la modificacidon del microambiente
del epicentro de la lesidn, se promueve la reparacion del tejido mediante la extension de los axones
y la sobrevivencia y migracién de células gliales 1. Sin embargo, esto no es trivial, ya que diversos
estudios han tratado de modificar el ambiente tisular tras una lesién medular, obteniendo
resultados alentadores, pero sin lograr hasta el momento una recuperacion completa de la funcién
motora, sensitiva y autondmica de los sujetos de estudio 3747>78%2 por lo que este tema sigue
siendo un problema de investigacién actual.

Adicionalmente, la respuesta de los sujetos ante la LME depende del tipo de lesidn, y sus efectos
dependen de la magnitud del tejido afectado. Aunque el modelo contusivo ha sido ampliamente
estudiado ya que emula en gran medida el comportamiento de la LME en humanos, la tendencia de
tratamiento en fase aguda a subaguda de estos modelos experimentales se basa en la
microinyecciéon de compuestos terapéuticos en la zona afectada de la ME, con el fin de minimizar

dafios adicionales al tejido por la aplicacién del tratamiento 74757880,

Sin embargo, segun estudios realizados a nivel mundial, el 48.8% de los pacientes con LME requieren
cirugia ©. Teniendo en cuenta ademads que el tratamiento mas eficaz que se ha utilizado hasta el
momento para limitar el daio provocado por la LME es la descompresion quirdrgica en las primeras
24 h 16, existe una ventana de oportunidad para implementar tratamientos que, a pesar de ser

invasivos en etapas agudas, sean estratégicos en su mecanismo de accién %%,

La ciencia de los biomateriales ha planteado propuestas para promover la recuperacion del tejido
medular lesionado, con resultados interesantes, en especial en modelos de lesién con pérdida de
parte del tejido. Una de las propuestas consiste en el implante de andamios cuyo objetivo, ademas
de la recuperacién de la movilidad y sensibilidad del sujeto, es también la regeneracion del tejido
medular 891959 Este tipo de tratamiento es controversial ya que el implante de un material puede
incrementar la presidon en la ME y por lo tanto la aplicacién de andamios terapéuticos se ha
propuesto en conjunto con descompresion y desbridamiento del sitio afectado %7,

La aplicacién de un andamio que brinde dichos beneficios podria ser una estrategia de tratamiento
para pacientes en estadios subagudos o crénicos, donde los efectos del dafio secundario implican la
pérdida de tejido funcional. Estos casos representan un area que requiere mayor investigacion, ya
que la lesidn a nivel crénico sigue considerandose un problema con grandes desafios para la
comunidad cientifica y médica.

Teniendo estos elementos en cuenta, en este trabajo se plantea modelar mediante una LMESC en
ratas la pérdida total de una seccién de ME y promover la recuperacion funcional aplicando un
implante constituido por fibras y poros que ofrezcan un soporte para la adhesidn, migracién y
elongacion neuritica. Adicionalmente, dados los efectos neuroprotectores del pPPy-I demostrados
en estudios previos, aun falta por explorar la combinacién de este material con la aplicacion de un
andamio que le confiera propiedades topograficas al pPPy-l, con el fin de mejorar su desempefio
terapéutico, considerando la complejidad estructural de la ME %.
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1.5.  Hipodtesis general

Los implantes fibrilares electrohilados de PLA recubiertos con polimero de pirrol dopado con yodo
sintetizado por plasma, implantados en un modelo de LMESC facilitaran la recuperacion funcional
como plataforma de migracién y adhesidn celular.

1.6. Objetivo general
Estudiar el efecto de andamios fabricados por electrohilado de PLA recubiertos con pPPy-I como
tratamiento de una LMESC en un modelo animal de rata a través de técnicas de evaluacion
funcionales y estructurales.

1.6.1. Objetivos especificos

1. Fabricar andamios de PLA por la técnica de electrohilado y modificar la superficie de las
fibras con pPPy-l manteniendo su estructura porosa y con el disefio adecuado para el
tratamiento de la LMESC en ratas.

2. Caracterizar fisicoquimicamente los implantes fabricados y determinar sus propiedades
relevantes respecto a la interaccidn con el tejido bioldgico.

3. Establecer un modelo de LMESC en ratas para modelar la pérdida total de la continuidad
tisular de la ME y aplicar los andamios fabricados como tratamiento.

4. Estudiar el desempenfio de los implantes en la fase aguda de la LME mediante la evaluacion
del efecto funcional y estructural del tejido utilizando tecnologia diagndstica in vivo para
dar un seguimiento a la recuperacién de los animales en conjunto con analisis histolégicos
que permitan describir los mecanismos de recuperacién.

1.7.  Procedimiento general

El desarrollo metodoldgico se realizé en los laboratorios de la division de Ciencias Basicas e
Ingenieria (CBI) de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I), en las areas
de polimeros y el Centro Nacional de Investigacidon en Imagenologia e Instrumentacién Médica
(CI3M). Al final del estudio, se contd con la colaboracion de la Dra. Yessica Heras para los estudios
histolégicos en las instalaciones del Instituto de Fisiologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México (IFC-UNAM).

A continuacion, se describe brevemente la secuencia de procedimientos. A cada uno se dedica un
capitulo detallado mas adelante.

1.7.1. Fabricacién y caracterizaciéon de los andamios fibrilares
Los andamios fibrilares se fabricaron en el laboratorio de polimeros de la UAM-I, mediante la técnica
de electrohilado. Se fabricaron andamios de PLA en configuracién aleatoria y alineada y se

recubrieron con pPPy y pPPy-I, con base en el procedimiento desarrollado previamente %%,

Los implantes fibrilares fabricados se caracterizaron en los laboratorios de CBI de la UAM-I, por
microscopia electrénica de barrido (MEB), dngulo de contacto, espectroscopia infrarroja con
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reflectancia total atenuada (IR-ATR), termogravimetria (TGA), difraccién de rayos X (DRX) y
calorimetria diferencial de barrido (DSC), con el fin de identificar las propiedades fisicoquimicas que
interactdan con el tejido nervioso in vivo. Ademas, se estudiaron cultivos de células de origen
neuronal sobre los andamios mediante MEB y se estudio la viabilidad celular mediante el ensayo de
reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) por actividad
metabdlica.

1.7.2. Estudios in vivo

Se utilizaron ratas adultas de la cepa Wistar (peso mayor a 230g). Los animales se alojaron en grupos
de 4-5 individuos en jaulas de 40x50 cm (caja de acrilico con tapa de acero inoxidable tipica para
mantenimiento de ratas), con cama sanitaria (la cual se cambia con frecuencia para mantener los
animales secos), con aguay alimento ad libitum, dentro de un espacio exclusivo para su alojamiento,
a una temperatura de 22°C, con ciclos invertidos %1% de 12 h oscuridad/12 h luz (encendido de
luces a las 8 pm). Se mantuvo oscuridad durante el dia, con el fin de coincidir su etapa activa con los
tiempos de evaluacién en el laboratorio. El manejo de los animales se realizé en apego a la NOM-
062-Z00-1999, revisidon 2001 utilizada en el bioterio de la UAM.

De acuerdo con lo establecido en las normas oficiales 1 e institucionales 1, donde se indica que la
dieta de las ratas debe componerse de proteina cruda (12-24%), grasa cruda (4-11%), fibra cruda (3-
6%), y 6-8% cenizas, las ratas continuaron recibiendo el alimento completo y balanceado para
roedores en general en fase de mantenimiento marca ABENE (BDL-7100) o LabDiet 5001, mismo
que se les proporcionaba en el Bioterio.

Los animales tuvieron atencién diaria y verificacion del estado general de salud por el equipo
responsable, supervisado por una médico veterinaria. Ademas, se conté con el apoyo de la
responsable del Bioterio de la UAM-I, para todo lo relacionado con los animales, manejo,
alimentacién y bienestar animal.

Se utilizd un total de 62 ratas. Los animales fueron asignados aleatoriamente a uno de los cuatro
grupos de estudio: intactos sin lesion (n=7), lesién sin tratamiento (control, n=15), lesidn con
implante de andamio sin recubrir (PLA, n=18), lesién con implante de andamio recubierto

(PLA+pPPy-1, n=22). El estudio se realizé durante 8 semanas, periodo de recuperacion tipico en ratas
34

Los animales fueron anestesiados en un espacio especifico para su preparacién, lejos del drea de
alojamiento. El protocolo de anestesia consiste en la sedacidn (Xilazina, 10mg/Kg via IM), y
anestésico (Zoletil 100, compuesto por Tiletamina y Zolazepam, 10mg/Kg via IM) 10519 | cual es
aplicado a cada animal por uno de los miembros del equipo, capacitado para su ejecucién correcta
107109 Una vez asegurada la completa anestesia del animal y que éste no responda a ningin estimulo

doloroso, se vacia la vejiga 1'%y se le aplica lubricante ocular.

Llevar a cabo una anestesia profunda es el primer procedimiento importante para preparar los
animales para los procedimientos quirurgicos, estudios de IRM y electrofisiologia.
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1.7.3. Modelo de lesién de médula espinal por seccion completa

En este trabajo se establecié una LMESC, a nivel de la vértebra toracica 9 (T9), la cual se detalla en
el capitulo 3 de este documento. De esta manera se busca conservar la funcionalidad de la parte
superior del tronco, extremidades anteriores y musculos abdominales, mientras se elimina el
control de las patas posteriores, obteniendo un modelo de paraplejia. De esta manera, los
resultados de la evaluacidon se pueden asociar a los efectos del tratamiento, eliminando la
posibilidad de recuperacién por plasticidad .

Los animales se asignan aleatoriamente a uno de los 3 grupos de estudio: lesidn sin implante, lesidn
con implante sin recubrir (PLA) y lesién con implante recubierto (PLA+pPPy-I).

Los criterios de exclusidon consideran animales con recuperacion motora dentro de los primeros 5
dias después de la LMESC, evidencia de tractos remanentes por IRM y atrofia muscular debida a
mordidas por parte del propio animal o sus companeras de habitat.

1.7.4. Estudio del desempefio del implante

La evolucién de cada animal se estudié durante 8 semanas. Durante este periodo se estudié el
desempeno de los animales experimentales por técnicas de evaluacién funcional y estructural. Los
procedimientos seran detallados mas adelante. En el siguiente esquema (Figura 6), se muestran el
orden de los procedimientos planteados para la estudiar la evolucion del implante.

Arribo de Cirugia Prueba de Prueba de Prueba de Prueba de
animales (1dia) locomocién 1 locomocién 2 locomocién 3 locomocién 4
| | | | | 4
|Ac|imataci6n‘ | Recuperacion | IRM S1 | | Recuperacion | ‘ Recuperacion | | Recuperacion | | IRM S4 l—
Dias 0 7 14 21 28 35
Prueba Prueba Prueba Prueba
locomocién 5 locomocién 6 locomocién 7 locomocién 8
v v v v -
.| ‘ R ~ | ‘ R ~ | ‘ R D ‘ }_' IRM S8 + Perfusion
ecuperacion ecuperacion ecuperacion Electrofisiologia (eutanasia)
PR
35 42 49 56

Figura 6. Secuencia de trabajo con los animales de estudio.

Al arribar los animales al laboratorio desde el bioterio, se alojan en el espacio exclusivo para ellos
en condiciones dptimas para su aclimatacion de manera que puedan recuperarse del traslado y
cambio de alojamiento. De esta forma se busca asegurar que los animales se encuentren en
condiciones dptimas para la cirugia, con un peso y estado de salud general adecuados.

Las cirugias se realizaron en el quiréfano experimental del CI3M, el cual se prepara y sanea
previamente con radiacidon UV. Se dedicd un dia a las cirugias, operando con un equipo conformado
por al menos dos cirujanos y dos asistentes, encargados de preparar los animales para la cirugia y
monitorear su recuperacion.
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Después de la cirugia, se les deja recuperar entre 1y 5 dias, antes de ingresar al primer estudio de
IRM. La ejecucion correcta del modelo de lesion mediante el monitoreo de la funcién locomotora y
de las excretas %, asi como por IRM 7477 durante los primeros dias (12 semana de estudio).

Semanalmente, se monitored el desempeno del implante mediante el analisis del comportamiento
locomotor. Este procedimiento se detalla en el capitulo 4 del presente documento. Tras 4 y 8
semanas de recuperacidon se realizan estudios IRM nuevamente, con el fin de realizar un
seguimiento in vivo de la ME, el sitio de la lesidn e implante y la anatomia general de los animales
de experimentacion. Finalizado el estudio de RM, los animales se dejan en recuperacion junto a una
fuente de calor hasta que despiertan completamente.

Después de 8 semanas de estudio se realizan pruebas electrofisioldgicas de potenciales evocados
motores y somatosensoriales. Estas pruebas permiten detectar la conductividad eléctrica de sefiales
bioquimicas producidas por un estimulo eléctrico, para evaluar la funcionalidad de las vias
neurolégicas 2. Tras una LMESC se elimina la propagacidon de impulsos eléctricos entre el cerebro
y los nervios periféricos 2. El registro de potenciales evocados motores (PEMs) indicaria la presencia
de vias eferentes desde la corteza motora hacia los miembros posteriores; el registro de potenciales
evocados somatosensoriales (PESs) indicaria la presencia de vias aferentes desde la periferia hacia
la corteza sensorial 1137115,

Los PEMs se registran en las patas posteriores de los animales, mientras se estimula la corteza
motora; los PESs se registran en la corteza mientras se estimulan las patas posteriores, tal como se
ha reportado en la literatura 9118117, ytilizando electrodos de aguja para que la intervencién sea
minimamente invasiva. De esta manera se evalla si existe la propagaciéon del estimulo eléctrico a
través de la ME, lo cual indicaria la presencia de tejido neuronal funcional en la regién previamente
lesionada.

Esta seccidn del estudio se efectud gracias a los equipos y software de los laboratorios de docencia
de Ingenieria Biomédica de la UAM-I.

Para finalizar el estudio, se realiza una perfusidn transcardiaca para fijar y extraer los tejidos para

su analisis por inmunofluorescencia y técnicas bésicas de histologia 7+8%118,

1.8. Consideraciones bioéticas

Los experimentos en animales de laboratorio se llevaron a cabo en los laboratorios del CI3M en la
UAM-I, de acuerdo con lo establecido por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999,
Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio 1%, por la
Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio %%, con las directrices ARRIVE 2.0 del Centro
Nacional para el Reemplazo, Refinamiento y Reduccion de los Animales en la Investigacion (NC 3Rs)

y por el Consejo Internacional para la Ciencia de los Animales de Laboratorio (ICLAS) 1%,

Por razones humanitarias, la eutanasia se aplica cuando los animales tengan un deterioro excesivo
del estado de salud, rasgos claros de sufrimiento 2! 0 enfermedad, aunado a una pérdida del peso

110,122

corporal mayor al 20% del peso previo a la cirugia . Para la eutanasia, los animales son

anestesiados (Xilazina, 100mg/Kg y Zoletil, 100mg/Kg) y una vez que se asegura que no respondan
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a estimulos dolorosos ni oculares, se ejecuta la decapitacién para garantizar la muerte rapida y
segura, utilizando una guillotina (Braintree Scientific, Inc.). Los desechos bioldgicos se llevan al 4rea
asignada en el Bioterio de la UAM-I para su correcta disposicion.

El protocolo de uso y manejo de animales fue aprobado por la Comisién de Etica de la Divisién de
Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la UAM-Iztapalapa (dictamen CECBS22-05).

1.8.1. Justificacion académica para el uso, la especie y el nimero de animales

La LME constituye un padecimiento complejo, en el que se involucran diversos mecanismos, células
y sistemas bioldgicos. Por ello, el uso de experimentos in vitro limita las variables presentes en el
estudio. En mas del 70% de los modelos experimentales de LME se utilizan ratas. Ademas de ser de
bajo costo, ofrecer relativa facilidad de cuidado, tener anatomia y fisiologia muy conocidas y
resistencia a las infecciones por intervencién quirurgica, entre otras 1%, la fisiopatologia de la LME
es similar a la de los humanos. Las ratas desarrollan cavidades quisticas en el sitio de la lesidn, tal
como en el humano ®, por lo que representan un modelo relevante y reproducible para estudiar los
fendmenos que se desarrollan con la LME, asi como posibles mecanismos de tratamiento.

Este estudio se limita a hembras, con el fin de evitar posibles complicaciones asociadas a la falta de
sensibilidad y arrastre del tren posterior, que podrian afectar los testiculos si se llevara a cabo el
estudio en machos '?*. En este caso, el modelo de lesidn implica la paralisis del tren trasero del
animal y por lo tanto las ratas pierden la capacidad de soportar el peso corporal con sus patas
traseras y pierden la sensibilidad ante posibles mordidas autoinfligidas o por parte de sus
compafieras de habitat.

1.9.  Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas se realizaron en GraphPad Prism 9.0.2 y en RStudio 1. En las gréficas los
datos se representan con la media * el error estdndar de la media (ESM). Las diferencias
estadisticamente significativas se destacan con *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Mediante la prueba de normalidad de los datos Shapiro-Wilk se justifica el uso de la ANOVA, seguida
de la prueba de Tukey para la comparacién entre grupos. En caso contrario, si los datos no siguen
una distribucién normal, se aplica la prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn entre
grupos.
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Capitulo 2. Fabricacién y caracterizacion de andamios recubiertos con
polimero de pirrol

Para fabricar los andamios fibrilares se utilizé la técnica de electrohilado, una técnica por la cual se
obtienen fibras nano y micrométricas que conforman un sustrato 3D, conocido como andamio. Los
andamios permiten el anclaje y la infiltracidn celular sobre la superficie de las fibras y a través de los
poros formados entre las ellas, ya que proveen una alta relacién superficie/volumen. Ademas, los
andamios pueden promover procesos como la proliferacion, diferenciacidn celular, formacién de
matriz extracelular y generacidn de neotejido 2°.

La metodologia implementada en este trabajo para la fabricaciéon de los andamios se basa en el
trabajo de maestria previo, que se puede consultar en el siguiente enlace: Desarrollo de un

composito para reparacion y regeneracion de nervio periférico (uam.mx)

La instrumentacidn para fabricacidn de electrohilados es relativamente simple, como se muestra en
la Figura 7. La solucion polimérica (PLA 15% w/v, en cloroformo/DMF) se bombea a través de una
fina boquilla conectada a una fuente de alta tensién. Las fibras emergen debido a las fuerzas de
repulsién de cargas en la boquilla. En el colector, conectado a tierra, se van depositando las fibras y
formando los poros entre ellas.

Solucién 15%(w/v) PLA Plano Andamios
aleatorios
Colector
Alta tension Andamios
20kV _J_ . : .
o Giratorio alineados
\ -
~2500 rpm

Figura 7. Instrumentacidén para la fabricacion de andamios fibrilares. Una solucidon de PLA (15% w/v) se
bombea a través de la aguja conectada a una fuente de alto voltaje, lo que produce la formacién de fibras que
se depositan en un colector conectado a tierra *°. El colector plano se utiliza para fabricar los andamios
aleatorios y el giratorio (Didmetro = 76 mm, L = 235 mm) a 2500 rpm para andamios de fibras alineadas.

Tal como se reporta en dicho trabajo previo, se prepard una solucién polimérica a partir de los
pellets de PLA, un dia antes de electrohilar. El PLA se colocé en cloroformo y se dejé toda la noche

31


https://bindani.izt.uam.mx/concern/tesiuams/pk02c9813
https://bindani.izt.uam.mx/concern/tesiuams/pk02c9813

a temperatura ambiente en un recipiente de vidrio cerrado. Inmediatamente antes de electrohilar,
se agregd DMF a la solucidn y se mezcld con vértex por 1 min 8%,

El PLA es un polimero sintético biodegradable, ampliamente empleado en aplicaciones biomédicas
127 Sin embargo, su interaccidn con el medio bioldgico esta limitada ya que presenta hidrofobicidad

128,129

y superficie de baja adhesién celular , y por lo tanto el PLA se complementa para aumentar su

biocompatibilidad.

En este trabajo, los andamios de PLA se recubrieron con el pPPy o pPPy-I, en un reactor de vidrio tal
como se ha reportado previamente ">*8 (Figura 8). Los andamios se fijaron entre los electrodos,
colocados a 10cm entre si, conectados a una fuente de radiofrecuencia a 30W vy la sintesis se lleva
por 30min a una presién de 1+0.1 Torr. Para sintetizar pPPy-l, el pirrol (Py) y el yodo (I) entran a la
camara a través de valvulas que se abren con el esquema de 6 min Py solo, 4 min Py+l, mientras que
para sintetizar pPPy, Unicamente se abre la valvula de Py &,

Andamios PLA

Bomba de vacio « . ‘ o . Yodo

Medidor de presion € €0 Ppirrol

I— Generador de RF 13.5 MHz j

Figura 8. Instrumentacion para recubrimiento de andamios con pPPy-I. Los andamios se colocan dentro del
reactor, entre dos electrodos de acero inoxidable conectados al generador de RF. El reactor de vidrio se sella
completamente con tapas de acero inoxidable acopladas con empaques plasticos. La presion se lleva a menos
de 1 Torr con una bomba de vacio y se monitorea con un medidor Pirani. El Py y el yodo pasan a la cdmara del
reactor controlados por valvulas manuales.

El recubrimiento resultante es un polimero entrecruzado y ramificado, que no contiene otros
compuestos quimicos remanentes de la sintesis, que presenta propiedades semiconductoras
particulares y grupos funcionales que interactian con integrinas de la membrana celular y la matriz
extracelular. Sus propiedades fisicoquimicas, morfoldgicas y bioldgicas fueron caracterizadas como
se describe a continuacidn.

2.1. Caracterizacion fisicoquimica
Las propiedades fisicoquimicas se estudiaron en el laboratorio de polimeros de la UAM-I, por IR-
ATR, TGA, DSCy DRX. La hidrocompatibilidad se estudié midiendo el 4ngulo de contacto con el agua.

2.1.1. Metodologia
El estudio de IR-ATR se realizd en el Spectrum GX System, acoplado al accesorio de reflectancia total
atenuada Perkin Elmer-DuraSamplIR Il. Se hicieron 16 adquisiciones en un rango de 650—-4000 cm™.
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El andlisis TG se realizé en un equipo PerkinElmer Pyris 1 TGA System, en atmdsfera de nitrégeno a
razén de flujo de 20mL/min, aplicando una rampa de calentamiento de 30°C a 600°C, a 10°C/min.

La cristalinidad de los andamios se estudié por DRX en un equipo BRUKER D8 ADVANCE ECO. El
grado de cristalinidad se calculd por la relacidn del area bajo los picos respecto al area total (At) bajo
el patrén de DRX 30131 eg decir, la suma del drea bajo el pico de cristalinidad (Ac), y la difraccién del
componente amorfo (Aa) del patréon (At= Ac + Aa).

El analisis de los materiales por DSC se realizd en un equipo TA Instruments DSC-2920. Se analizaron
entre 6-8 mg de cada muestra, desde 30°C a 230°C a una tasa de 10°C/min, en un programa de
calentamiento-enfriamiento-calentamiento. Con el primer calentamiento se borrd la historia
térmica del material, de manera que las propiedades térmicas se obtienen del segundo
calentamiento 32,

2.1.2. Composicion quimica de los andamios
Tal como se ha reportado previamente 8, el PLA muestra los enlaces caracteristicos en las bandas
3000-2500 cm™?, 1740-1760 cm™, 1180 cm™, y 1250-1050 cm™, que corresponden a los ésteres
(—COOH, el carbonilo C=0, C-0 y C-0-C). Una vez que se recubren las fibras de PLA con el polimero
por plasma, el espectro de IR de dicho composito muestra la vibracidon de las aminas primarias y
secundarias (NHz y NH) en 3300-3400cm?; en 2960-2850cm™, los carbones alifaticos, en 2260-
2200cm™ los enlaces triples (C = N y C = C); en 1660-1480cm™ los enlaces —C = C — y en 730-
675cm™ los alquenos, formados a partir de anillos de pirrol abiertos, ramificaciones vy
entrecruzamiento durante la sintesis por plasma. La banda 1250-1215 cm™ se debe probablemente
a la interaccién del material con el aire. De esta manera se comprueba que los andamios fibrilares
de PLA estan recubiertos en su superficie por el polimero plasma, y que ofrece una diversidad
quimica y grupos funcionales relevantes en la interaccion con el medio biolégico.

Adicionalmente, el andlisis TG muestra que la capa de polimero por plasma se empieza a
descomponer paulatinamente, debido a una estabilidad térmica aportada por éste. Después se
pierde la componente de PLA, retardada por el efecto del recubrimiento. Finalmente, se pierde el
resto de polimero plasma de la misma forma paulatina ¢¥7133, Por otro lado, el TGA sugiere que el
yodo en el composito de PLA+pPPy-l se encuentra en la molécula de forma idnica, que no se
encuentra unido de manera covalente a la estructura polimérica, sino inmerso entre las cadenas
entrecruzadas 3,

Los patrones de difraccién DRX de los andamios de PLA demuestran su estructura amorfa tanto en

las fibras alineadas como en las aleatorias 2,

Los andamios recubiertos muestran dos picos de
difraccidn, uno de alta intensidad en 16.7° y uno de menor intensidad en 19°, que corresponden a

estructuras cristalinas (200)/(110) y (203) del PLA en su forma o 132135136,

Los andamios alineados muestran un grado de cristalinidad superior a los aleatorios, asi como una
intensidad superior del pico asociado a la estructura (200)/(110) en los andamios recubiertos, lo
cual sugiere que las fuerzas mecdnicas y eléctricas durante el proceso de electrohilado contribuyen
a una preorganizacion de las cadenas de PLA. Dado que el proceso de polimerizacién por plasma
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produce una estructura polimérica entrecruzada y ramificada, estos patrones sugieren la

cristalizaciéon de las cadenas de PLA.

El grado de cristalinidad se calculd a partir del area bajo la curva del patrén DRX, utilizando la
relacion Ac/(Ac + Aa). En la Tabla 2, se muestran la intensidad de los picos respecto a la linea base,

asi como y los valores calculados.

Tabla 2. Intensidad de picos caracteristicos y grado de cristalinidad de las muestras rPLA (PLA en
configuracién aleatoria), aPLA (PLA en configuracidn orientada), y los andamios recubiertos con el

polimero por plasma. Adaptada de %,

Andamio Intensidad en 16.7° Intensidad en 19° Grado de cristalinidad
rPLA - - 0.07
aPLA - - 0.14
rPLA+pPPy 629 - 0.06
aPLA+pPPy 1821 401 0.18
rPLA+pPPy-I 1669 411 0.16
aPLA+pPPy-| 3728 410 0.19

Par confirmar dicha hipdtesis, se estudiaron las propiedades térmicas de los materiales por DSC

(Figura 9).

2° calentamiento

Flujo de Calor

PLA+pPPy-I
— e
~__ \
\ //_‘ki_"_‘-f — ]
\ PLA+pPPy
\
PLA
T v T v T T v T v T v T v T v T ’ T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Temperatura (°C)

Figura 9. Curvas DSC: Flujo de calor respecto
a la temperatura. Adaptada de .

El PLA muestra un pico de cristalizacién en frio alrededor de 87°C (Tcc), caracteristico del PLA %7,
Este pico se mueve a una temperatura superior en los andamios recubiertos, de 121°Cy 113°C para
PLA+pPPy y PLA+pPPy-I, respectivamente. Este incremento de la temperatura de cristalizacién en
frio (Tcc) sugiere que el recubrimiento polimérico por plasma retrasa la cristalizacién en frio. No se
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encontraron diferencias entre las configuraciones aleatorias y alineadas, ya que esta técnica otorga
informacidn sobre las propiedades térmicas del material.

La polimerizacidon por plasma promovid la cristalizacién de las cadenas de PLA, esto debido al
aumento de temperatura en el reactor mayor a 90°C 7%, reflejando un aumento en el grado de

cristalinidad y en los picos del patrén DRX de los andamios recubiertos 898138,

Por otro lado, las curvas endotérmicas de fusion muestran variaciones entre los materiales, ya que,
en contraste con el PLA, donde se muestra un Unico pico de fusién, en PLA+pPPy se muestran dos
picos de fusién y en PLA+pPPy-l un hombro asociado al pico de fusidon (Tabla 3). Este
comportamiento se asocia a la transicion de fase cristalina en la estructura del PLA 37139,

Tabla 3. Propiedades térmicas de los materiales que constituyen los andamios. Adaptada de &,

PLA  PLA+pPPy PLA+pPPy-|

Tg(°C) 60 56.5 60
Tec(°C) | 87.44  121.04 106.73
Tm(°C) 167.58  159.47 163.25
Tmi(°C) | - 153.65 158

Tg, temperatura de transicion vitrea; Tcc, temperatura de cristalizacién en frio; Tm, Temperatura de
fusidn; Tms, temperatura del pico de fusién menor.

La interaccidn con el agua es una propiedad importante en los andamios aplicados a ingenieria
tisular. En la Figura 10, se muestran los resultados de la mediciéon del angulo de contacto.
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o
o 50+
=
o
<
0- Figura 10. Angulo de contacto del agua sobre los
8\"? QQQ‘\ qQ'\'\ .;2\? <§2q~\ QQ*'\ andamios. Las diferencias estadisticas por ANOVA y
Q\y" vaQ Q\y? V\,:‘Q prueba de Tukey entre grupos, **p<0.01,
R L *%%p<0.001, ****p<0.0001. Adaptada de .

Los andamios de PLA muestran dangulos mayores a los 100°, debido a su naturaleza hidrofdbica,
mientras que los andamios recubiertos muestran angulos significativamente inferiores, reflejando
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un incremento en la hidrofilicidad de los andamios. Ademas, los andamios alineados mostraron
angulos menores respecto a los aleatorios, lo cual sugiere que la configuracion alineada facilita la
interaccion de las fibras con el agua. En este caso, no solo la estructura molecular de los materiales
interviene en la interaccidn con el agua sino también la configuracién de la estructura fibrilar.

2.2. Caracterizacién morfoldgica
La morfologia de las fibras y los poros de los andamios se estudié por MEB.

2.2.1. Metodologia

Las imagenes de MEB fueron obtenidas en el equipo Jeol JSM-7600F, del Laboratorio Central UAM-
| de Microscopia Electrdnica. El analisis de imagenes se realizé con el software ImagelJ/Fiji (NIH). La
distribucidn de los didametros de las fibras se determiné tomando 200 mediciones por cada andamio
de 3 diferentes imagenes. La porosidad bidimensional aparente se estudié de las imagenes de MEB,
tomando 3 diferentes imagenes por andamio. Se aplicé un filtro basado en contraste, donde las
partes oscuras corresponden a los poros, y después aplicando el andlisis de particulas para obtener
los poros segmentados de las imagenes. El procedimiento se muestra en la Figura 11.

Figura 11. Procesamiento y segmentacion de poros bidimensional en imagenes de MEB. Imagenes
representativas de un andamio aleatorio (A), filtro de espacio de poro aplicado (B), segmentacién y
cuantificacién de los poros (C).

2.2.2. Estructura de los andamios y morfologia de las fibras

Las imagenes de MEB muestran la estructura de las fibras y la microestructura de los andamios 8%,
Las fibras se muestran uniformes, libres de gotas o defectos en general. Esto se debe a las
caracteristicas de la solucion polimérica y a los pardmetros del proceso de electrohilado, que
promueven la conductividad de la solucidn polimérica, la disipacidon de las cargas y la elongacién de
la fibra 140241,

Como se muestra en la Figura 12, los diametros de las fibras aumentan significativamente con el
recubrimiento del polimero plasma. De acuerdo con lo observado en las imagenes , el depdsito de
pPPy-1 es mas compacto que el de pPPy, reflejdndose en un menor incremento en el didmetro de
las fibras aleatorias recubiertas 4.

36



15 *ok 15 L)

—_ —_—— —

£ * % *k .

210 10

E L]

° 5 — 5 | —

E .

ig 0 y . . 0
rPLA rPLA+ rPLA+p aPLA aPLA+ aPLA+

pPPy  PPy/I pPPy pPPy/I

Andamios aleatorios Andamios alineados

Figura 12. Distribucion de didmetros de las fibras. Las diferencias estadisticas encontradas por la prueba de
Kruskal-Wallis y Dunn entre grupos, n=200, **p<0.01, adaptada de .

Los andamios recubiertos tienden a una distribucién mayor de didametros que los andamios de PLA.
Esto se debe a que el recubrimiento puede promover la unién de fibras en una sola fibra gruesa. Por
la configuracion de las fibras alineadas, esto fue mas frecuente en los andamios alineados.
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0- Figura 13. Porosidad aparente de los andamios.
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La estructura porosa de los andamios se mantuvo después del recubrimiento con el polimero
plasma. El analisis de la porosidad aparente (PA) a partir de la proyeccién bidimensional de los
andamios en las imagenes de MEB, mostré diferencias significativas (Figura 13). La porosidad de los
andamios de PLA es significativamente mayor que en los andamios recubiertos. Entre los andamios
de PLA no se encontraron diferencias, lo cual sugiere que la orientacién de las fibras no influye en
la porosidad. Con el recubrimiento del polimero plasma, la PA se reduce, debido al depdsito del
polimero sobre las fibras.

El analisis del tamafio de los poros mostré diferencias entre los andamios en seco y en cultivo, como
se muestra en la Figura 14. El tamaifo de poro en rPLA+pPPy y aPLA+pPPy-I aumentd
significativamente en cultivo, lo cual sugiere que los andamios expanden su espacio poroso al
interactuar con el medio de cultivo y las células. Dada la hidrofilicidad del pPPy y pPPy-I 793, |os
andamios pueden incorporar el agua en su estructura, lo cual explica el incremento en el tamafo
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de poro aparente. En este caso, la apertura del espacio de poro tridimensional no es detectable por

el método de analisis aplicado.

Dado que el PLA es hidrofdbico, estos resultados muestran que los poros de los andamios de PLA se
mantuvieron en cultivo, y las células ocuparon los espacios disponibles, reflejando un decremento
en el espacio de poro. En contraste, al ser hidrofilico el polimero plasma, los andamios recubiertos
presentan un aumento en el tamafio de poro, reflejando su interaccién con el medio bioldgico, que
en cultivo absorben el agua permitiendo el acceso de células y nutrientes a la estructura.
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Figura 14. Distribucién de areas de poro de los andamios fabricados y en cultivo. Las diferencias estadisticas
se presentan por la prueba de Kruskal-Wallis y Dunn entre grupos, ****p<0.0001, adaptada de %,

2.3. Caracterizacion bioldgica

Se cultivaron células de la linea NG108-15 (ATCC, HB-12317™) para evaluar la respuesta de las
células sobre los andamios. La linea NG108-15 puede expresar propiedades observadas en las
neuronas tales como memoria, sinapsis, diferenciacidon, comunicacién entre células, movimiento
celular, entre otras 1%, |o cual la hace una linea propicia para investigar procesos del sistema
nervioso e interaccion con biomateriales.

2.3.1. Metodologia

Las células fueron cultivadas en condiciones estédndar, tal como se reportd previamente %%, Se
utilizé un medio de cultivo constituido por 10% (v/v) de suero fetal bovino, 2% (v/v) HAT, 1% (v/v)
penicilina y estreptomicina (100 unidades/ml) en DMEM. Los andamios fueron esterilizados con UV
previo al cultivo. Las células fueron descongeladas, cultivadas hasta su confluencia, despegadas con
pipeteo y contabilizadas con un hemocitémetro o cdmara de Neubauer. Para el cultivo celular sobre
los andamios, se colocé cuidadosamente una gota de solucién de medio de cultivo con células sobre
cada andamio y se incubd por 2 h. Después, se completd el medio de cultivo hasta que los andamios
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guedaran completamente cubiertos. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora a 37°C (5%
CO,/95%aire), en atmdsfera humeda.

Se evalud la morfologia celular por MEB y la viabilidad celular por el ensayo MTT. Para el analisis
morfoldgico, se cultivaron 2x10* células en cada andamio y se mantuvieron por 15 dias en
condiciones estandar. Las muestras se fijaron en glutaraldehido 3.5% en PB 0.1 M a 4°C. Se lavaron
con PB a pH 7.4 a 4°C, y se postfijaron en OsO,4. Después, se deshidrataron mediante inmersién en
concentraciones ascendentes de etanol en agua (30-100%) y secadas al punto critico. Las muestras
se montaron en porta muestras para MEB con cinta de carbdn conductora y pintura de grafito. Se
cubrieron con oro y se visualizaron en un microscopio JEOL JSM-5900LV.

Se analizaron la morfologia y orientacidn de estructuras celulares en las MEB utilizando el software
Imagel/Fiji (NIH), y el plugin Orientation) #%4° Los pardmetros de anélisis fueron: ventana
gaussiana o = 0.7, coherencia (min.) = 2%, energia (min.) = 2% 3. Adicionalmente, se analizaron
las curvas de orientacion con el fin de determinar si existen tendencias hacia determinada
orientacién, en especial en direccidn de la orientacion preferente de las fibras, mediante ajuste
gaussiano en el software OriginPro 8.1 (Peak Analyzer). En este ajuste, el primer paso es el ajuste
de la linea base, en el cual se elimina la suma de estructuras orientadas en todo el espectro de
angulos (de -90° a 90°), y a continuacidn encontrar los angulos de orientacion preferente.

Para el andlisis de viabilidad celular, se cultivaron 1.65x10* células en cada andamio y se
mantuvieron por 5 dias. Los andamios celularizados y los controles (andamios sin células) fueron
colocados en una microplaca de 96 pozos, lavados en PBS y se les aplicé una solucién de 0.5 mg/ml
de MTT en PBS. Después de incubar por 2h, se les agregd DMSO vy se dejaron reposar por 2 h a
temperatura ambiente en oscuridad. Se adquirié la absorbancia de las muestras y controles en un
equipo Epoch Microplate Spectrophotometer a 580 nm y 720 nm como referencia. La medicion de
la actividad metabdlica de las células sobre los andamios se obtuvo restando la absorbancia en 720
nm de la correspondiente en 580 nm, que corresponde a MTT. Las células viables reducen el MTT
gracias a su actividad metabdlica, por lo que la absorbancia del producto de la reducciéon del MTT
disuelto es proporcional a la cantidad de células viables **°. Por ello, esta medida se emplea para
estimar la viabilidad celular.

2.3.2. Respuesta de las células y el medio bioldgico a los andamios

Las células NG108-15 se encontraron ancladas a los andamios en general #. Se observaron
diferencias respecto a la morfologia celular, ya que en los andamios de PLA y en los aleatorios
recubiertos con pPPy (rPLA+pPPy) se detectaron células con membranas granuladas, redondeadas
sin proyecciones celulares, o con proyecciones retraidas. Estas caracteristicas morfoldgicas se
asocian a procesos de muerte celular 1713, Si bien estos procesos son considerados normales, estos
pueden ser estimulados por un ambiente desfavorable . En contraste, las células cultivadas sobre
aPLA+pPPy, rPLA+pPPy-l y aPLA+pPPy-l muestran membranas plasmaticas sanas, que extienden
proyecciones celulares y forman sitios de unién con las fibras.
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Figura 15. Analisis morfoldgico de las células NG108-15 cultivadas sobre los andamios. Se muestran las imagenes de MEB codificadas por la direccion de las
estructuras junto con el andlisis cuantitativo de la orientacion utilizando Orientation) (Fiji-lmagel, BIG > Orientation) (epfl.ch)) , ventana gaussiana ¢ = 0.7,
coherencia (min.) = 2%, energia (min.) = 2%, donde el rojo representa estructuras orientadas en 90° y -90°, cian 0°, azul 45° y verde -45° 83149,
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El andlisis de orientacion estructural sobre lasimagenes de MEB de los cultivos evidencié la direccion
de las fibras y procesos celulares, como se muestra en la Figura 15. Las curvas de orientacién indican
los angulos hacia los cuales se ubican las estructuras, tanto fibrilares como proyecciones
citoplasmadticas, de manera preferente. Aunque se detectan proyecciones celulares en todas las
direcciones, al comparar el mismo material en su configuracién orientada respecto a la aleatoria, la
cantidad de estructuras orientadas en determinado angulo es mayor en los andamios orientados.

Sin embargo, la limitacidn de este estudio es que al incluir tanto estructuras citoplasmaticas como
fibras poliméricas, no fue posible cuantificar la orientacién de las proyecciones celulares y
determinar si estas se orientan en mayor medida en la direccién de las fibras mediante las técnicas
utilizadas en este trabajo. Por lo tanto, el desarrollo e implementacidn de andlisis de imagenes que
permitan establecer esta cuantificacidn queda proyectado para trabajos futuros.

Por otro lado, la codificacién por color de la orientacién estructural evidencia, al menos de manera
cualitativa, proyecciones celulares alargadas y orientadas, asi como estructuras celulares mas
aplanadas en los andamios aPLA+pPPy, lo cual sugiere que estos proveen un sustrato permisivo para
la formacion de sitios focales y adhesién celular, y que tienen el potencial para facilitar estimulos de
modificacién estructural del citoesqueleto, lo cual es una caracteristica importante en procesos de

diferenciacion celular 140154155,

Estudios computacionales de la interacciéon del polimero de pirrol sintetizado por plasma con
integrinas de la membrana celular y la matriz extracelular han demostrado que los grupos amina e
hidroxilo en la estructura polimérica tienen afinidad con dichas proteinas membranales #. Dado que
las células que pierden en anclaje al sustrato detienen procesos celulares tales como la proliferacion
156 estimular la adhesion celular promueve la sobrevivencia y proliferacién celular sobre los
andamios recubiertos con pPPy y pPPy-I.

La viabilidad de las células NG108-15 cultivadas sobre los andamios se estimé mediante el ensayo
MTT. En la Figura 16, se muestran los resultados de la absorbancia del producto asociado a la
actividad metabdlica celular, la cual es una medida que indica la cantidad de células viables.
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De acuerdo con lo observado en las imagenes de MEB, se encontré una mayor cantidad de células
viables en los andamios recubiertos respecto a los andamios de PLA, lo cual sugiere que el
recubrimiento con el polimero sintetizado por plasma mejora las propiedades de los andamios y

promueve procesos como sobrevivencia y proliferacion 1°7/1%8,

Adicionalmente, se realizd un estudio de correlacién entre las propiedades de los andamios y la
viabilidad celular. Se encontré que el didmetro de las fibras tiene una correlacion lineal con la
cantidad de células viables, con un coeficiente de Pearson de 0.88 (R?=0.78), como se muestra en la
Figura 17. Esto sugiere que existe una dependencia de las células hacia la disponibilidad de
superficie. Daud y cols. también reportaron una correlacidn significativa entre la viabilidad celular y

el didmetro de las fibras **°.
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Figura 17. Efecto del diametro de las fibras en la viabilidad celular. El andlisis de correlacion linear mostré un
coeficiente de correlacidon de Pearson de 0.88, R?=0.78 entre las variables, adaptada de 2.

Es importante destacar que, en este caso, el aumento del diametro de las fibras esta dado por el
recubrimiento de polimero por plasma, por lo que los grupos funcionales como aminas, nitrilos,
cadenas alifaticas estructura ramificada del material también influyen en la viabilidad celular.

Estos estudios sugieren que los andamios recubiertos con pPPy y pPPy-I constituyen sustratos
permisivos para la adhesién y sobrevivencia de las células de origen neuronal. El analisis de la
porosidad e interaccidn con el agua y el medio bioldgico sugiere que estos andamios ofrecen a las
células espacios para que estas puedan migrar, para que se produzca el transporte de nutrientes y
eliminacion de desechos, caracteristicas importantes en su aplicacion como andamios de
crecimiento y reparacion tisular.

Los andamios alineados recubiertos con pPPy, mostraron la capacidad de ofrecer estimulos para la
propagacion celular y modificacidn de la morfologia celular sin otro estimulo distinto a la topografia
del andamio. Las células mostraron elongacién de su citoplasma en la orientacion de las fibras del
andamio, lo cual se evidencido mediante el analisis de imagenes. Este comportamiento sugiere que
la orientacion de las fibras del andamio constituye una ventaja como sustrato de reparacién de
nervio periférico, donde la direccidn es elemento clave para la recuperacion funcional del nervio.
Por su parte, los andamios aleatorios presentan una estructura mds porosa, que puede ser mas
ventajosa como sustrato de reparacion en el SNC, donde la estructura compleja precisa de estimulos
integrales y adhesién de células de soporte para una recuperacion funcional.
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Capitulo 3. Modelo de lesién de médula espinal por seccion completa
e implante de andamios recubiertos

La LMESC es la forma mas severa de LME y es muy rara en el ambito clinico. Puede ser provocada
por un corte directo o secundaria al impacto explosivo (disparo de arma de fuego). Implica el ingreso
de LCR y disrupciéon completa de materia gris y tractos de materia blanca, vias tanto ascendentes
como descendentes 0. Al ser una lesién que atraviesa el tejido, la LMESC se caracteriza por el
ingreso de fibroblastos al epicentro de la lesidn, a diferencia de la contusidén, donde las meninges
permanecen practicamente intactas °Z.

Ingreso de fibroblastos al epicentro de la lesién producen la secrecidon de moléculas en la cicatriz
fibrética que son inhibitorias a la regeneracién, ejerciendo efectos quimicamente repulsivos a los
axones, restringiendo la capacidad natural de las neuronas para regenerarse. En la LME, la primera
semana se presenta hemorragia en el epicentro. Para la segunda semana, la hemorragia se ha
dispersado, y se produce una cicatriz formada por fibroblastos que ingresan desde las meninges. El
tejido degenerado debido a la isquemia y edema produce la formacién de cavidades quisticas 62,

Los modelos de LMESC se utilizan muy frecuentemente en la investigacion de sustratos para la
reparacion y regeneracién nerviosa, ya que constituye un modelo reproducible, que permite
establecer asociaciones claras con la recuperacién funcional del tejido 2. Por otro lado, los pacientes
con LME en estadio crdnico padecen los efectos del dafio secundario y una cicatriz madura que
mantiene un ambiente proinflamatorio, lo cual restringe la regeneracién tisular 3. Se han propuesto
estrategias para el tratamiento de estos pacientes, las cuales parten de la remocién de esta cicatriz
fibrética para modificar el sitio de la lesidon hacia un ambiente que favorezca la regeneracion del
tejido %2718 Dada la complejidad quirlrgica de estos procedimientos, en el presente trabajo se
pretende modelar el efecto del corte limpio de la ME y su interaccidén con los andamios fibrilares
mediante una LMESC.

Los efectos funcionales de la LMESC en las ratas a nivel de la T9 implican la pérdida de la movilidad
de las patas posteriores y soporte del peso corporal, de manera que se mueven con sus patas
delanteras y arrastrando el tren posterior. Ademds, pierden la funcién auténoma de miccidn, por lo
que requieren el vaciamiento manual de la vejiga al menos dos veces al dia.

3.1. Metodologia

3.1.1. Preparacion de los implantes y de los animales

Dado que el recubrimiento de pPPy-I modifica propiedades mecdnicas de los andamios, el andamio
electrohilado de PLA se introduce conformado como implante dentro del reactor para su
recubrimiento (Figura 18, A). De esta manera el polimero se deposita en todas las capas de las fibras
como se observa en la Figura 18.
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En preparacion para la cirugia, los animales fueron pesados e identificados asignandoles un nimero
en la base de la cola con un marcador permanente no-téxico. Los animales fueron anestesiados
aplicando el protocolo antes mencionado en la seccién 1.7.2.
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Figura 18. Implantes fibrilares de PLA, PLA+pPPy-| y apdsito de PLA+pPPy-I. A) Armado de los implantes de

PLA. Las matrices electrohiladas se segmentan y se doblan para formar un andamio implantable en la médula
de rata. B) Comparacién de la masa de los implantes y el apdsito (n=4). El implante de PLA+pPPy-| es
significativamente mayor que el de PLA (prueba de t, p=0.0017, n=4) y que el apdsito (prueba Mann Whitney,
p = 0.0286). C) Implantes de PLA recubiertos con pPPy-l, las capas internas del andamio recubierto muestran
un depdsito de polimero menor que en capas exteriores. D) Apdsito para la incisidén en las meninges.

3.1.2. Procedimiento quirurgico

Después de la preparacidn y anestesia, el dorso del animal se rasuré y se limpié con Germisin
espuma. Utilizando instrumental estéril, se accedid a la columna vertebral a través de una incisidn
en la piel utilizando bisturi. Los musculos paravertebrales se diseccionaron, se realizé la
laminectomia en la vértebra T9 y se expusieron las meninges. Se realizd un corte longitudinal en las
meninges de aproximadamente 3 mm, evitando perforar la arteria media y estas se abrieron para
exponer la ME. Utilizando microtijeras, se realizé un corte transversal de la ME completa y se verificé
la LMESC insertando una punta fina en toda el drea de corte 207376115165 E| implante se insertd entre
los segmentos de la ME, mientras que el grupo control no recibié implante. La incisién de las
meninges se cubrid con un apésito de 5x3 mm constituido por una sola ldmina de PLA recubierta
con pPPy-l en todos los animales % (Figura 19). El musculo y la piel se cerraron por planos con
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suturas absorbibles de PGA y nylon respectivamente . Los animales se dejaron en recuperacion
junto a una fuente de calor hasta que despertaran completamente.
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Figura 19. Procedimiento quirurgico. Después de la laminectomia y exponer la ME, ésta se corta
completamente. El implante se ubica entre los segmentos de la ME y las meninges se cubren con
(ap)PLA+pPPy-I.

En otros estudios la incisién en meninges se ha cerrado mediante una sutura fina 7>'%, En este
trabajo, se realizaron estudios piloto donde se observé que al colocar el (ap)PLA+pPPy-I no se
formaba tejido conectivo desde el exterior de la ME, en contraste con modelos donde no se aplicd
este apdsito. Por lo tanto, se decidié optar por la aplicacién de este material para constituir el
modelo de lesidon sin la formacion de tejido fibrético desde el exterior de las meninges y sin la
necesidad de utilizar suturas finas en el proceso quirurgico.

3.1.3. Cuidados postoperatorios

Después de la cirugia, se les aplicé buprenorfina (0.05mg/Kg via SC) por 3 dias como analgésico y
enrofloxacina (5mg/Kg via IM) por 5 dias como antibidtico ''°. Después de la cirugia y durante el
periodo de evaluacion, los animales se alojan nuevamente en su ambiente habitual. Se les facilita el
acceso a agua y alimento ad libitum, sin necesidad de levantar su cuerpo (Figura 20).
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Figura 20. Acondicionamiento del habitat para animales parapléjicos. Se asegura que el agua y el alimento
sean accesibles a los animales, sin necesidad de levantar su cuerpo. Se recomienda el uso de espacios que
funcionen como refugio, para reducir la ansiedad debida al confinamiento, ademds de elementos que faciliten
el movimiento, ya que los animales parapléjicos se mueven arrastrando su tren posterior 110,

Adicionalmente, los animales tuvieron vaciado manual de la vejiga y evaluaciéon del estado de salud
diariamente por el equipo de trabajo, supervisado por la médico veterinaria, asegurando la
identificacion de signos de enfermedad, conducta anormal, dolor y sufrimiento, y, cuando
corresponda, la aplicacion del tratamiento especifico o eutanasia.

Una semana después de la lesidn, los animales son colocados en el espacio abierto, con comida y
agua ad libitum para la locomocidn voluntaria (Figura 21). Esta practica ayuda al estado general de
salud de todos los animales, ya que se constituye un estimulo, les permite explorar, moverse
libremente, jugar entre ellos. Ademas, se observé que contribuye a mejorar el nivel de locomocion
general ya que voluntariamente podian realizar movimientos amplios por todo el espacio abierto
fuera de su confinamiento. Esta practica se realizé incluyendo todos los grupos de estudio.
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Figura 21. Espacio acondicionado para movimiento voluntario libre. Se puede colocar la caja abierta en un

campo abierto, con una rampa que permita el libre paso de los animales. Se pueden agregar diversos objetos
de cartén y papel para disminuir la ansiedad del confinamiento y mejorar el bienestar animal. El agua y el
alimento se ubican al alcance de los animales parapléjicos.

3.2. Resultados del modelo de seccién completa

Se operaron un total de 55 animales, los cuales se dividieron aleatoriamente entre 3 grupos de
estudio: control (lesién sin implante), PLA (lesion + implante de PLA), PLA+pPPy-I (lesidn + implante
de PLA+pPPy-l). Los animales que mostraron tractos remanentes por DTl y una recuperacién motora
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dentro de los 5 dias posteriores a la cirugia, o animales que tuvieran atrofia muscular debido a patas
mordidas fueron excluidos del estudio.

Tal como se observa en la Figura 22, del total de animales control, PLA y PLA+pPPy-I, el 58%, 77.77%
y 72.72% sobrevivid a la cirugia respectivamente, con una supervivencia a la cirugia total de 74.5%.
A pesar de que la mortalidad a la cirugia del grupo de PLA es menor, no se cuenta con evidencia que
sefiale al implante como Unica variable determinante, ademdas de que la mortalidad parece
equilibrarse respecto a los demas grupos en los dias posteriores.
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Figura 22. Nimero de animales sobrevivientes. El experimento se llevé a cabo durante 8 semanas (60 dias).

Después de 8 semanas de estudio, se obtuvo una supervivencia total de 51%, 46.66% de animales
control, 47% del grupo PLA 'y 62% del grupo PLA+pPPy-I.

A continuacién, se muestra la evolucién del peso corporal de los animales a lo largo de 8 semanas
de estudio (Figura 23). Ningln animal tuvo una reduccién del 20% o mas respecto al peso inicial
previo a la lesidn.
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Figura 23. Evolucidn del peso corporal en los animales de
estudio. En 0 se muestra el peso inicial previo a la cirugia.
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Capitulo 4. Evaluacion de la respuesta funcional

El crecimiento tisular implica procesos de migracion, anclaje, proliferacion y diferenciacidn, entre
otros, sin embargo, es necesario evaluar si el neotejido es funcional. En el caso del sistema nervioso,
la funcionalidad implica la transmisidn de sefiales bioeléctricas entre las células excitables, hacia
tejidos efectores, de manera que se produzca el movimiento, la respuesta sensorial o auténoma.

En este capitulo se abordan dos técnicas de evaluacién de la funcionalidad: la locomocién y los
potenciales evocados. Con el andlisis de la locomocidn se evalua la recuperacién de vias motoras

hacia las patas posteriores. Los potenciales evocados son una técnica electrofisiolégica para evaluar

la funcionalidad de circuitos ascendentes y descendentes de forma cuantitativa.

Ambas técnicas son ampliamente utilizadas en el campo de la investigacidon de terapias para la
recuperacion de la LME, ademas de ser complementarias.

4.1. Evaluacion de la locomocion

Una de las técnicas estandar de evaluaciéon funcional es el andlisis de la locomocién con base en la
escala BBB, disefiada por Basso, Beattie y Bresnahan en 1995, la cual fue desarrollada a partir de sus
observaciones de la locomocién en ratas con lesion leve y moderada, de tipo contusién o impacto
con compresion transitoria a nivel toracico 8. La escala BBB consiste en 22 puntos que se asocian a
un nivel de recuperacion funcional, donde 0 corresponde a la ausencia total de movimiento en las
extremidades posteriores, y 21 a la locomocidon normal, es decir, marcha coordinada con pasos
plantares consistentes, despliegue de dedos, posicionamiento paralelo de las patas, estabilidad del
tronco y cola levantada consistentemente. Asimismo, permite predecir alteraciones anatdmicas de
acuerdo con la calificacidon asignada ya que demostraron los cambios estructurales del tejido
asociados con la recuperacién funcional, por lo que se utiliza cominmente en los estudios de LME
torécica y lumbar 8.

En el articulo original de Basso et al., reportan la respuesta locomotora en la lesidn leve a moderada,
por lo que otros autores argumentan que la escala BBB presenta limitaciones en cuanto a su
sensibilidad para tomar en cuenta movimientos asociados con la LMESC. Antri y cols. (2002)
presentaron una escala BBB modificada para evaluar la recuperaciéon en una LMESC, que ha sido
utilizada por otros grupos de investigacién %417, Dado que la escala BBB se disefid para lesiones
parciales, se toma en cuenta la coordinacidon de patas frontales y posteriores como clave en la
recuperacion, por lo que se argumenta que en la LMESC “no tiene sentido evaluar esta
caracteristica”, ya que en la LMESC esta habilidad se pierde totalmente. Ademads, la origina

contempla la posibilidad de recuperacion desde las propiedades enddgenas intrinsecas de la ME por
7 168

IM

no

debajo de la lesidn en la ausencia del restablecimiento de controles supra espinales

Si bien la escala modificada no se presenta con un analisis exhaustivo de los movimientos junto con
la histologia tal como en su momento presentaron su escala Basso y cols., si se define una serie de
niveles con movimientos definidos en cada nivel de recuperacién. Sin embargo, ambas escalas son
herramientas subjetivas, que dependen del criterio del observador, que dan como resultado una
valoracion cuantitativa que permite asignar un puntaje a movimientos caracteristicos que los
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animales presentan durante el periodo de estudio. Para poder comparar directamente con los
demads estudios realizados en la linea de investigacidn, en este trabajo se utiliza la escala BBB
original.

4.1.1. Metodologia
La locomocién de los animales se analizé en dos instancias, de la forma estdndar, en un campo
abierto y adicionalmente en una pasarela, para analizar detalladamente la pisada, colocacion de la
pata, soporte del peso corporal y coordinacion entre patas delanteras (PD) y posteriores (PP). La
locomocidn se grabdé con dos cdmaras para registrar dos angulos simultdneamente, para su

almacenamiento y andlisis mas detallado 1617°,

Para el analisis en campo abierto se instalé un cilindro de material transparente donde se coloca el
animal a estudiar %, El movimiento se graba durante al menos 3 min con una cdmara superior y
una lateral, para visualizar claramente si el animal es capaz de soportar su peso corporal (Figura 24).

Campo abierto, vista superior Campo abierto, vista lateral

Camara
superior

Cédmara
superior

40 cm

g

Camara lateral

__
v

Camara lateral

Figura 24. Espacio para la evaluacién de la locomocion en campo abierto.

Para el registro en pasarela, ésta se coloca a una altura aproximada de 120 cm del piso, con una
camara inferior que registra el aspecto inferior del animal. Una cdmara lateral graba
simultaneamente la vista lateral del movimiento (Figura 25).

Los videos se analizaron semanalmente y se le asignd un puntaje de la escala BBB a cada animal. La
escala traducida se encuentra en los anexos. Para el caso de la LMESC, los puntos clave en la escala
pueden ser: 4 (movimiento leve de las tres articulaciones de la PP), 7 (movimiento amplio de las tres
articulaciones de la PP) y 9 (se introduce la capacidad de soportar el peso corporal),
correspondientes a los niveles de recuperacién 8,
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Camara lateral

!

Camara inferior

Figura 25. Analisis de locomocidn en pasarela. Una cdmara inferior registra el aspecto inferior del movimiento,
forma de la pisada y coordinacidn entre patas posteriores y anteriores, en caso de presentarse. La camara
lateral registra en detalle la posicidn de la pata y la capacidad de soporte del peso corporal.

4.1.2. Recuperacion motora de animales con LMESC
A la primera semana, los animales quedan paraliticos, de tal manera que se mueven utilizando sus
patas anteriores, arrastrando las patas posteriores sin soporte del peso corporal (Figura 26).

Figura 26. Capturas de la locomocion a la primera semana después de la lesidn. El animal pierde el control de
las patas posteriores, las cuales son arrastradas y por lo tanto el dngulo rodilla- tobillo-dedos tiende a los 180°,
como se observa en a) vista pata izquierda, b) vista pata derecha, c) y d) angulo inferior de a) y b)
respectivamente.

A la cuarta semana, el grupo PLA+pPPy-l muestra una recuperacion funcional tal que logran mover
ligera a ampliamente las articulaciones cadera, rodilla y tobillo (de 4 a 7 puntos en la escala BBB).
Ademas, hay intentos ocasionales de soporte del peso corporal y pasos plantares, los cuales son
rasgos claves de la recuperacién motora 8 (Figura 27).

50



Figura 27. Capturas de la locomocién de un animal implantado con PLA+pPPy-I| cuatro semanas después de la
lesion. En este caso se muestra el mismo animal que en la Figura 26. Hay una reduccion en el angulo rodilla-
tobillo-dedos como se observa en a) y b) vistas de la pata izquierda y derecha respectivamente. Se detecta
intento de soporte del peso corporal en lado derecho (b). En la pata izquierda el paso tiende a ser dorsal (c)
mientras que en la derecha hay apoyo ocasional de la planta (d). Vista lateral izquierda en a) y derecha en b);
c) y d) angulos inferiores de a) y b) respectivamente.

En la semana 8 el grupo PLA+pPPy-lI mostrd un nivel de recuperacién funcional significativamente
superior al grupo control (Figura 28).

a)

Figura 28. Capturas de lalocomocién a la semana 8 después de la lesién del animal implantado con PLA+pPPy-
I (mismo caso). Las articulaciones presentan una mayor movilidad (a) el angulo rodilla-tobillo-dedos se
reduce), el soporte del peso corporal se vuelve mas frecuente (b) y ocasionalmente se detecta separacion de
los dedos en la pata posterior (d). En el lado izquierdo se detectan pasos preferentemente dorsales (a) y (c),
sugiriendo que la recuperacion es superior en el lado derecho en este caso. Vista lateral izquierda a), c) angulo
inferior de a); b) vista lateral derecha, d) angulo inferior de b) antes de levantar la pata para dar el paso con

soporte del peso corporal.
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A pesar de no presentar coordinacion entre patas anteriores y posteriores, lo cual representa un
puntaje de 12 en la escala BBB, si se detecta ocasionalmente la separacién de los dedos en ciertos
casos con implante fibrilar. Esta caracteristica se presenta en la escala BBB a partir de los 15 puntos,

menciondndose después de la recuperacién de la coordinacidn entre patas anteriores y posteriores
18

En la Figura 29, se muestran los resultados obtenidos de la evaluacidn semanal en los grupos de
estudio. El grupo control presentd una recuperacion espontanea, lo cual es comun en este modelo
animal %2, Comparado con el grupo control, PLA+pPPy-l presentd una recuperacion

significativamente superior a la semana 5y 8.

-»%- Control PLA = PLA+pPPy-|
10 = -
8+ ) T ' |
g 6 N
-1 - n
3 -
m
m 47 -
o Figura 29. Puntuacién en la escala BBB
2+ de animales de estudio durante 8
semanas. La grafica muestra la media
0=t T T T T T T T + ESM, n=7, *p<0.05, **p<0.01 entre
1 2 3 4 s 6 7 8 Control y PLA+pPPy-I, por ANOVA de
Semana medias repetidas.

Adicionalmente, se realizé un analisis estadistico por ANOVA de dos vias, para detectar si debido al
tratamiento habia cambios relevantes en el tiempo. Ni en el grupo control ni en PLA hubo diferencias
significativas entre las medias de BBB entre las semanas de estudio, mientras que en el grupo
PLA+pPPy-I hubo diferencias significativas a partir de la semana 4 con respecto a la semana 1. Este
comportamiento muestra que a pesar de que en los 3 grupos existe una recuperacion espontanea
por cambios debidos a los mecanismos propios de los animales en respuesta a la lesién, en el grupo
PLA+pPPy-I se observa una recuperacion significativamente mas rdpida, la cual se mantiene hacia
valores mayores mientras que en los otros grupos incluso dicha recuperacién espontdnea decae
hacia la semana 8.

4.2. Electrofisiologia
Los potenciales evocados son una herramienta objetiva y cuantitativa para estimar la funcionalidad
de las vias neurales 7>17%, Son técnicas diagndsticas ampliamente utilizadas en la clinica ya que
contribuyen a identificar vias neurales, la velocidad de conduccidn y cantidad de fibras funcionales.
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En el contexto de la LME los potenciales evocados se utilizan para diagnosticar la progresion de la
recuperacion o déficit, tipo de lesidon (completa/incompleta) y en el caso de la lesion completa, si la
recuperacion se debe a una reconexidén o reorganizacion de las vias por debajo de la lesién 68175,
Por lo tanto, el andlisis de los potenciales evocados es una técnica comunmente utilizada para

evaluar estrategias para el tratamiento de la LME.

Al estimular el sistema nervioso inevitablemente se debe tener en cuenta el artefacto del estimulo.
Su origen es complejo y se considera que sus caracteristicas tales como duraciéon y amplitud
dependen de cada sujeto 6. Usualmente se toma como punto de referencia para medir la latencia
del potencial evocado, pero la contaminacion de la sefial por el artefacto del estimulo es un
problema comun 176177,

Por otro lado, las sefales deben ser filtradas para obtener potenciales evocados libres del ruido del
ambiente, tanto de la linea eléctrica (filtro rechaza banda de 60Hz) como del mismo paciente 78,
Comunmente, a los potenciales evocados motores y somatosensoriales se les aplican filtros pasa
banda entre 1 y 5000 Hz, de acuerdo con las caracteristicas de las sefiales 76:112179-181,

De acuerdo con la literatura, una latencia entre 5-20 ms es lo comUn en animales intactos 7182183,

Al presentarse déficits en las vias neuronales esta latencia aumenta como resultado del deterioro
de las vias, y su amplitud se reduce, dado que la respuesta se asocia a una menor cantidad de fibras
nerviosas funcionales.

4.2.1. Potenciales evocados motores (PEMs)
Segun Fehlings y cols. (1988) '® para obtener PEMs es necesario estimular con pulsos con duracién
>0.2ms. Oria y cols. (2008) y otros autores con experimentos similares, utilizan 0.1ms de duracion
del pulso. Redondo-Castro proponen que para asegurar la correcta colocacion de los electrodos, se
obtengan los potenciales de accion compuesto (CMAP) del musculo tibial, que para el caso del
modelo de LME es un nervio intacto 3. De esta manera, se aseguran los electrodos de registro y
posteriormente se cambian los de estimulacion a la corteza para adquirir los PEMs.

4.2.2. Potenciales evocados somatosensoriales (PESs)
Segun Fehlingsy cols. (1988) ¢ la frecuencia del estimulo, duracién del pulso ni la intensidad alteran
la latencia o la amplitud de los picos, aunque el umbral promedio para obtener los PESs fue de
2.9+0.8 mA con una duracioén de 50 ps.

4.2.3. Anestesia
Se ha reportado que los anestésicos inhalados suprimen los PESs. Ademds, se recomienda hacer el
estudio neuro eléctrico bajo anestesia profunda, ya que las amplitudes y latencias de las respuestas
evocadas disminuyen cuando la anestesia es superficial.

El isoflurano es un anestésico estable, con menos posibles efectos adversos en la rata que la
combinacion xilacina/ketamina, facilita una recuperacion eficiente de la anestesia, se puede
controlar mas facilmente que anestésicos inyectados y produce menos estrés en el roedor. Sin
embargo, afecta los potenciales evocados, dado que incrementa la latencia y disminuye la amplitud
de las respuestas. Esto es porque entorpece la transmision pre- y postsindptica y disminuye la
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activacion cortical por la via aferente primaria 82, Por otro lado, se ha reportado que la combinacidn
xilacina/zoletil presenta variabilidad 1%, sin embargo, en este trabajo se utiliza esta combinacién ya
gue no suprime las respuestas evocadas.

4.2.4. Metodologia

4.2.4.1. Registro
El protocolo de anestesia fue el mismo que para la cirugia y los estudios de resonancia magnética:
10 mg/kg de xilacina y 10 mg/Kg de Zoletil. Se aseguro la anestesia profunda verificando mediante
estimulos en las patas anteriores que no hubiera respuesta y de ser necesario se ajusté la dosis de
Zoletil agregando 0.02ml (Zoletil 100, vial de100mg/ml).

Para el registro, se utilizé el equipo BIOPAC MP100 y el software de registro y analisis AcqKknowledge
3.9.1. EI MP100 fue acoplado a los amplificadores DA100 y EEG100B, con el filtro rechaza banda de
60Hz activo en los amplificadores. Para la estimulacidon se trabajé con el estimulador GRASS
acoplado a una unidad de corriente aislada PSIU6 y con el médulo UIM100A acoplado al estimulador
STM100A, conectado al adaptador STMISO para aplicar el estimulo al animal (Figura 30).

Los estimulos se aplicaron a través de electrodos de aguja subdérmicos (25x0.35mm, 28G, marca
Technomed ref TE/AP2535-335). Para los PEMs se estimuld a 1 Hz, 1 ms de ancho de pulso. Para los
PES se aplicaron estimulos a 2.5Hz (cada 0.4s), con 0.05ms de ancho de pulso. El estimulo fue
registrado por el DA100 y las respuestas evocadas por el EEG100B utilizando electrodos de aguja
subdérmicos. Para obtener PEMs, se insertaron dos electrodos de estimulo entre las orejas sobre la
corteza motora 4, el electrodo de tierra se insertd en la base de la cola, el electrodo activo de
registro en el musculo sobre el nervio tibial y el electrodo de referencia en la almohadilla plantar,
evitando tocar algun nervio 8 (Figura 31).

Se registraron y promediaron al menos 200 a 300 respuestas (PEMs y PESs respectivamente). La
frecuencia de muestreo fue de 4000 muestras por segundo. Se les aplicé un filtro pasa banda de 10
a 1000 Hz a cada potencial evocado, antes de promediarlos con el fin de reducir el ruido.

Adicionalmente, se adquirieron los potenciales evocados de las patas delanteras como referencia
181

Finalizado el estudio, los animales se dejan en recuperacion junto a una fuente de calor hasta que
despiertan completamente y se les aplica analgésico (Tramadol via subcutanea, 5mg/Kg).
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A) Instrumentacion con GRASS
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Figura 30. Instrumentacion de registro de potenciales evocados.
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Figura 31. Instrumentacién para la adquisicion de potenciales evocados. A) Configuracién de los mddulos del
MP100 para adquisicidn de potenciales evocados: El médulo del estimulo se conecté al amplificador DA100,
para registrar la entrada de los estimulos que iban al animal por medio de los electrodos de aguja. Las sefiales
se adquirieron utilizando electrodos de aguja y se enviaron al amplificador EEG100B. Con la unidad de
adquisicion conectada a una PC se almacenaron las sefales para su posterior procesamiento y analisis. B)
Referencia anatémica del nervio cidtico para ubicar los electrodos de estimulo y registro, imagen modificada
de 85, C) Ubicacidn de los electrodos para registrar el CMAP del musculo tibial. El estimulo se aplica en el
foramen cidtico y se registra la respuesta con el electrodo activo en el musculo tibial anterior y la referencia
en el cuarto dedo de la pata. Figura adaptada de '3, D) Configuracion para obtener PEMs, con el anodo (+)
hacia el nervio tibial, el cdtodo hacia la planta, la tierra en la base de la cola y los electrodos de estimulo hacia
la corteza. E) Configuracion para PESs, con dos electrodos de estimulacidn hacia el nervio tibial, en paralelo
con 5mm de separacién, la tierra al hombro opuesto y los electrodos de registro hacia la corteza, basado en
114 F) Electrodos de registro de referencia de via intacta de la pata delantera. El dnodo (+) se colocé hacia el
nervio mediano 8, cerca de la mufieca, el cdtodo hacia el hombro y los electrodos hacia la corteza. Para el
estudio de cada pata se tuvo en cuenta el cruce de los tractos piramidales, por lo que, al estudiar la pata

derecha, por ejemplo, se colocaron los electrodos en la corteza con el anodo (+) hacia el hemisferio izquierdo
184
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4.2.4.2. Procesamiento de sefiales
El procesamiento de sefales bioeléctricas se realizé en MATLAB 2020. Se programo un script con el
siguiente diagrama de flujo:

Se importa la sefal

Las respuestas evocadas se filtran con un filtro pasa banda de 10-1000Hz.

Se localizan los picos del estimulo utilizando la funcién findpeaks () (Figura 32).
Se divide la sefial por ventanas del tamaio del periodo de estimulo.

Se promedia cada ventana.

oA wWwN e

Se verifica que el procedimiento se haya hecho correctamente, graficando los estimulos y
verificando que se encuentren empalmados.
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Figura 32. Procesamiento de los potenciales evocados. A) La sefial filtrada se divide por ventanas del tamario
del periodo del estimulo, tomando como inicio el pico de éste para promediar las respuestas asociadas a cada
estimulo. B) Verificacion del procedimiento, graficando cada ventana del estimulo y asegurando su empalme.
C) Grafica de las respuestas asociadas a cada estimulo empalmadas. D) Sefial resultante del promedio, *
entrada del estimulo.
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4.2.5. Anidlisis de potenciales evocados en animales experimentales

4.2.5.1. PEMSs
Los potenciales motores obtenidos de las patas delanteras marcan una latencia corta, como se
muestra en la Figura 33. La cercania entre los electrodos refleja una mayor amplitud del MEP en la
pata anterior respecto a la posterior.

A B
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Figura 33. PEMs en vias intactas. A) PEM obtenido de la pata delantera como referencia, con una latencia de
1.5ms, 64V, pico a pico de amplitud. Los estimulos se aplicaron con el STMISO. B) PEM obtenido de la pata
posterior de un animal intacto (sin LME), donde el artefacto del estimulo se encuentra encimado con la
respuesta. Los estimulos se aplicaron con el GRASS.

Dadas las complicaciones para analizar las sefiales obtenidas con el estimulador GRASS, se
continuaron los analisis con el estimulador STMISO.

Pruebas realizadas en animales con la LMESC a la semana 8 de estudio muestran potenciales
evocados en animales implantados con el composito fibrilar, como se muestra en la Figura 34.
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~ \ Figura 34. PEMs registrados tras 8
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N

A\EA%M semanas de estudio en Control y
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] respuestas evocadas, el animal
implantado muestra una respuesta
evocada. Sin embargo, el artefacto

del estimulo se encuentra traslapado
tls] con el PEM.
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En la Figura 35, se presenta una comparacién de los PEMs obtenidos de un animal control, uno con
PLA y uno con PLA+pPPy-I. No se lograron obtener las latencias de las sefiales, ya que el artefacto
del estimulo se confunde con la respuesta evocada, por lo que es necesario realizar mas estudios y
afinar la técnica para poder obtener resultados concluyentes 76,
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Figura 35. Comparacion PEMs entre grupos de estudio. Respuestas obtenidas de las patas posteriores de tres
animales en la semana 8.

4.2.5.2. PESs
Los PESs presentaron la dificultad de registrarse mediante electrodos de aguja por el aislamiento
qgue provee el craneo, sin embargo, se obtuvieron sefales aseguran la conductividad eléctrica a
través de tractos sensoriales espinales hacia la corteza cerebral.

Como se observa en la Figura 36 (A), la referencia del intacto muestra el artefacto del estimulo
contaminando la respuesta, por lo que no permite medir la latencia. Como ejemplo, se muestra un
animal control en la Figura 36 (B), que muestra Unicamente el artefacto del estimulo, sin respuesta
evocada, lo cual se espera de animales control sin tratamiento. En Cy D de la Figura 36, se muestran
los PESs de un animal con PLA+pPPy-l y PLA comparado con un intacto, respectivamente. El animal
con PLA+pPPy-I presentd una latencia de 146 ms seguido de una respuesta 2.26uV de amplitud, no
obstante, la latencia no fue clara en el intacto y PLA.

Adicionalmente, se evidencié que la amplitud de las sefiales puede verse afectada por la impedancia
de cada individuo, lo cual dificulta la comparacién entre sujetos y por lo tanto es necesario realizar
mas pruebas para obtener conclusiones de las pruebas electrofisiolégicas '#. Otra limitacién es que
al realizar la promediacion de las sefiales a posteriori, no se pueden corregir errores en tiempo real
durante la adquisicién tales como colocacién de los electrodos de aguja y amplitud del estimulo, por

lo que es necesario implementar la promediacidn en tiempo real para limitar la pérdida de datos
electrofisioldgicos.
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Figura 36. Potenciales evocados somatosensoriales de las patas traseras. En A) animal intacto, B) control. C)

PLA+pPPy-l y D) comparacién entre un animal intacto y uno con PLA, donde se hace evidente la necesidad de

un analisis mas profundo para caracterizar la velocidad de respuesta del potencial evocado.

Estos resultados demuestran que hay registros de potenciales evocados a través del tejido

lesionado, lo cual sugiere que hay una conexidn bioeléctrica entre los segmentos de ME seccionados

en los animales implantados con el composito fibrilar. Estos resultados se deben complementar con

mas estudios que permitan visualizar las respuestas claramente en tiempo real, ademas de

implementar técnicas que permitan separar el artefacto del estimulo del potencial evocado, para

definir el tiempo de latencia y su amplitud 7.
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Capitulo 5. Estudio de la estructura tisular por imagenologia de
resonancia magnética

La IRM es una técnica no ionizante para el estudio de los tejidos in vivo, de forma tridimensional y
alta resolucidn espacial. A pesar de su alto costo y su lenta resolucidon temporal, es una técnica
ampliamente utilizada para el estudio de las enfermedades neurolégicas del cerebro y la ME,
angiografia, funcién cardiaca, estructura de musculos y ligamentos, gracias a que produce imagenes

con excelente contraste de los tejidos blandos 8,

La sefial de IRM proviene de los protones presentes en el agua y los lipidos del cuerpo. El paciente
se introduce dentro de un imdn de alto campo magnético y sus protones se alinean a dicho campo
magnético. La aplicacidn de campos de radiofrecuencia (RF) produce cambios en los protones de los
tejidos, los cuales son codificados de acuerdo con un contraste o intensidad y asi poder identificarlos
188 Tejidos que sean hiperintensos en T1 muestran la presencia de grasa, mientras que una
hiperintensidad T2 muestra grasa y agua. Un tejido que es hipointenso en T1 pero hiperintenso en
T2, sugiere la presencia de liquido, edema, o cavidades (Tabla 4) 160189,

Tabla 4. Interpretacién del contraste en IRM

T1 T2
Hiperintenso ‘ Grasa Grasa y agua

Hipointenso ‘ Liquido, patologia Hueso, patologia

Dado que la informacién que provee la IRM convencional no es especifica y no es sensible a los
cambios microestructurales de los tejidos, técnicas avanzadas como DTl y MRS surgen como

herramientas para permitir un diagndstico mas acertado de las condiciones tisulares .

DTl es una técnica que detecta el movimiento de las moléculas de agua. El agua se mueve de forma
libre en cualquier direccién, siendo limitada por las estructuras que la confinan. En las células del
cuerpo, la difusidn del agua se ve afectada por las estructuras membranales, de tal manera que, en
tejidos como axones, fibras nerviosas o tractos de la materia blanca, la difusién el agua difunde
preferentemente en la direccion longitudinal, mientras que la difusién perpendicular es restringida.

Este movimiento se modela matemdaticamente como un tensor definido en el espacio ortogonal con
tres vectores asociados a la funcién de densidad de probabilidad (FDP) de la difusién del agua. Si los
vectores tienen la misma magnitud, el tensor representa una esfera donde la difusidn es isotrdpica
(igual en todas las direcciones), mientras que, si se mueven en una direccién particular, el tensor
adquiere una representacion elipsoide. Este modelo es la base de DTI. Dado que en las fibras
nerviosas la mayor difusion se restringe hacia el eje longitudinal, la difusidn axial es mayor que la
perpendicular o radial, lo cual se conoce como difusién anisotrdpica (Figura 37) 1.
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Figura 37. Esquema de la difusiéon en los tractos
neuronales. Las membranas celulares de los axones
y el recubrimiento de las vainas de mielina forman
una barrera que restringe la difusion del agua en la
direccién longitudinal o axial (AD), mientras que la

difusion perpendicular o radial es menor (RD).

Por lo tanto, DTl permite caracterizar la microestructura tisular, ofreciendo ademas medidas
cuantitativas de la difusién del agua 7#77791%2_ L3 mads utilizada es la FA, una medida de la difusién
preferente del agua en el tejido, donde 0 corresponde a una difusién isotrépica y 1, una difusién
anisotrépica. Por ejemplo, la difusidn isotrdpica se presenta en los espacios del LCR, mientras que
la difusidn anisotrdpica se presenta en los tractos de la materia blanca .

La MRS proporciona informacidon a nivel molecular del tejido, ya que permite obtener la
concentracién de metabolitos fisiopatoldgicos, aumentando la sensibilidad de la RM in vivo y
contribuyendo a realizar diagndsticos més acertados *°. Ademas, permite realizar evaluaciones
longitudinales de los tejidos a nivel molecular y la evolucidn de enfermedades %419, Es una técnica
ampliamente utilizada en el diagndstico de isquemia y tumores cerebrales %,

La identificacién de los metabolitos es posible gracias al desplazamiento quimico que experimentan
los dtomos en el estudio de RM, y es particular de cada compuesto. Normalmente se expresa en
partes por millén (ppm) 1°°. Dado que la sefial del agua en los tejidos es mucho mayor que la de los
demas metabolitos, las secuencias empleadas para su deteccion incluyen supresidn del pico del
agua. Entre los metabolitos fisiopatoldgicos en el estudio del SNC destacan el N-acetil aspartato

(NAA), Myo-inositol (ml), colina (Cho), creatina (Cr), lactato (Lac), glutamato-glutamina-GABA (Glx)
196,197

Creatina y fosfocreatina (Cr y Cr2) son compuestos implicados en la regulacién del metabolismo
energético celular. Cr2 es un reservorio de fosfatos de alta energia en el citosol de neuronas y
musculos, que se detecta en 3.9 ppm. La sefial de Cr es mayor en la materia gris que en la blanca .
Detectada en 3.0ppm, Cr se considera constante, y por lo tanto se utiliza como una referencia de
concentracion interna 1%, Aunque estudios mas recientes demuestran que los niveles de Cr se
alteran en procesos patoldgicos °*1%8, se sigue utilizando como un metabolito de referencia ya que
la evidencia sugiere que los indices referidos a Cr son marcadores potenciales de procesos
fisiopatoldgicos .

Es importante mencionar que el neurotransmisor GABA, que es de muy baja concentracién en el

cerebro, se presenta al igual que otros metabolitos de mayor concentracion como la Cr en 3.0 ppm
199

62



NAA es un marcador de tejido nervioso sano, que se presenta en neuronas, oligodendrocitos y
mielina funcionales y se detecta en 2.01ppm. El NAA es parte de las vias de sefializaciéon entre
neuronas y glia 2. Dado que Cr estd presente en neuronas y en la glia, NAA/Cr representa la
proporcién de neuronas funcionales. Una reduccion en NAA/Cr se asocian a la pérdida neuronal.

Qian y cols. encontraron que Cr también disminuye al igual que NAA en la lesién por contusidn. %4,

Cho es un biomarcador del metabolismo de la membrana celular que refleja la densidad celular y la
tasa de rotacidn de membranas celulares 4. Por otro lado, es un producto de la descomposicién de
la mielina, asi como indicador de la proliferacién de células tumorales %8, La disminucién en la
sintesis de membranas celulares podria estar asociada con la cavidad y la fibrosis en el EC, mientras

que el aumento podria estar asociado a la sintesis o densidad celular 194201202,

En un espectro tipico PRESS, resonando en 3.75 ppm, 2.3 ppm y 2.1 ppm se encuentra el glutamato.
Estas resonancias se superponen a las sefiales de otros metabolitos, en particular la glutamina, por
lo que con frecuencia se reportan como Glx 1%, La excitotoxicidad es un efecto del dafio secundario
gue es parte del desbalance bioquimico en el sitio de la lesion. Después de una LME, los niveles de
Glutamato se han encontrado en niveles que pueden ser neurotéxicos.

El ml es un marcador glial, que tiene un papel crucial en la sefializacién intracelular. Su incremento
se asocia con la proliferacién de células gliales. Después de una LME se presenta astrogliosis,

reflejandose en un incremento del m| 198202,

La resonancia de ml y Glx, asi como de lipidos se detecta en secuencias con TE cortos (18 a 45ms),
debido a su tiempo de relajacion muy corto. Por otro lado, TE mas largos (288ms) permiten la
deteccion correcta de lactato (Lac), metabolito relevante en procesos inflamatorios. La eleccion de
los parametros de adquisicidn a su vez tiene limitaciones que se relacionan con los tiempos de
adquisicion y la relacidn sefal a ruido (SNR) por lo que con frecuencia se opta por una optimizacién
de parametros comprometiendo cierta informacion %82%, En este caso, se utilizé un TE de 144ms,
dada su SNR y tiempo de adquisicidn adecuados para un tamaino de voxel tan pequefio como el
seleccionado en el presente estudio.

En el parénquima nervioso sano, un espectro normal muestra un pico prominente de NAA, seguido
de un pico de Cr y uno de menor amplitud de Cho, como se muestra en la Figura 38.
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Figura 38. Espectro de RM de la médula espinal de una rata intacta. En este caso, al adquirir con un TE
“intermedio” de 144ms, se detecta N-acetil-aspartato (NAA) en 2.01ppm, creatina (Cr) en 3.0ppm y colina
(Cho) en 3.2ppm 1°7:1%,

5.1. Metodologia

Los animales se anestesiaron con el protocolo estandar (10 mg/kg de xilacina y 10 mg/Kg de Zoletil).
La vejiga se drend, se les aplicd gel ocular y sus orejas se cubrieron con gasas para protegerlas del
ruido y mantener la temperatura corporal. Para marcar la zona de interés, se colocé una capsula de
gel, la cual emite sefial de RM. El cuerpo se envolvid con una microfibra para disminuir el efecto del
movimiento asociado a la respiracidon y mantener la temperatura corporal (Figura 39).

Los estudios de RM se realizaron a la semana 1, para verificar la lesién y los efectos iniciales de los
andamios; y a las semanas 4 y 8 para estudiar los cambios asociados al dafio secundario y a los
efectos de los implantes.

4

Proteccion
N orejas

Gel ocular ™

Marcador
LMESC

\ Calor

corporal

°

Vejiga
dreneda

Figura 39. Preparacion de los animales para los estudios de RM.
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5.1.1. Adquisicion

Se utilizo el equipo de resonancia magnética de 3T Phillips Achieva del CI3M, acoplado a una antena
neurovascular de 16 canales, donde se introdujeron los animales por parejas. Se adquirieron
imagenes anatdmicas con los contrastes T1y T2 para un analisis general del estado de los animales.
Para las imdgenes T1 se utilizdé una secuencia TFE Gradient Recalled 3D con TE = 4.6ms, TR = 9.9ms,
matriz de 384x384, tamafio de voxel 0.8x1.08x0.8 mm, campo de visién (FOV) 246x246 mm, 140
rebanadas de 0.8mm de grosor, espacio entre rebanadas (Gap) de -0.4, nimero de sefiales
promediadas (NSA) 7. Las imagenes T2 se adquirieron de forma sagital mediante la secuencia Spin
Echo con TE = 80ms, TR = 3000ms, matriz de 512x512, FOV 230x230 mm, voxeles de 0.6x0.62x2 mm,
24 rebanadas de 2mm de grosor, NSA 4.

Estas secuencias después son utilizadas para planear la adquisicién de las imagenes DTI (Figura 40).

Figura 40. Region de adquisicion
de las imagenes por tensor de
difusion. Vista sagital de la region

de adquisicion, ubicada en T9.

Para obtener las imdagenes DTI, se utilizd una secuencia ponderada en difusidn de 33 direcciones,
adquirida de manera trasversal. El valor b fue de 800 s/mm?, TE = 84 ms, TR = 2521 ms, tamafio de
voxel 1.51x1.54x1.5 mm, FOV = 224x224 mm, matriz de 160x160, 20 rebanadas, NSA 9.

El espectro de RM se adquirié a nivel de la T9, en el epicentro de la lesién (Figura 41), mediante la
secuencia PRESS (point-resolved) *° con supresién del agua, TE = 144 ms, TR = 2000 ms, multivoxel
de 5x1x5 mm, NSA 32. El espectro se proceso en el software del equipo, ajustando la curva a para
la deteccidn de NAA, Cho y Cr.
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Figura 41. Adquisicidn del espectro de RM. La regién de interés se

localizé a nivel de la vértebra T9, en el epicentro de la lesidn.

5.1.2. Procesamiento

Se aplicd una interpolaciéon de 100x a las imagenes T1 y T2 para mejorar la definicion de las

estructuras (Figura 42). El script para Matlab es el siguiente:

%% Interpolacidén de imdgenes de RM
% 1. Importar la imagen

File_Name='nombre-del-archivo.tif'; %formato de imagen soportado por Matlab.

imagen=imread(File_Name);

figure

imshow(imagen)

% 2. Seleccionar la regién de interés (row,column)
A=imagen(10:128,142:266);

imshow(A) %visualizar la regidn de interés

%%

% 3. Ejecutar el interpolante F

F = griddedInterpolant(double(A));

[sx,sy,sz] = size(A);

% 4. Ejecuta el zoom x100

Xq (1:0.01:sx)"; %cada pixel se divide 100x en x
vq (1:0.01:sy)'; %cada pixel se divide 100x en y
zq = (1:s2)"';

F.Method = 'spline’;

vq = uint8(F({xq,yq}));

figure

imshow(vq)

imwrite(vq, [File_Name(1l:end-4) ' interpo.tif']) % guarda la imagen procesada
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Imagen original Imagen procesada

Figura 42. Procesamiento de imagenes anatdmicas. Con el fin de obtener imdgenes mas definidas, se aplico
una interpolacidn x100 a las secciones de interés de la ME con LMESC.

Los datos de DTl se procesaron en DSI Studio (https://dsi-studio.labsolver.org/). Se calculé el tensor
204

de difusidn y se determind la orientacion de los tractos mediante un algoritmo deterministico
Se obtuvieron los indices FA, MD, AD y RD en cada rebanada de la seccién de la ME adquirida,
teniendo como parte central el epicentro (EC) de la LMESC.

Para la tractografia se colocé una ROI en la ME (Figura 43) de 327+64 mm? y se definié un umbral
de anisotropia de 0.2, umbral angular de 40° y pasos de 0.2mm. Las fibras fueron suavizadas
promediando la propagacion de la direccién con el 50% de la direccion previa. Tractos menores a
1Imm y mayores a 300mm fueron eliminados. Las falsas conexiones fueron eliminadas de la

tractografia aplicando el algoritmo basado en topologia con 2 iteraciones 2%

sicelad  ~| & | x |[l[0.00 F[288 5| [] overiay
'

Figura 43. Segmentaciéon de la médula por la
orientacion de los tractos longitudinales del DTI. En
el plano sagital, como se muestra en esta imagen, el
epicentro de la lesidn se muestra como una
discontinuidad en la orientacién longitudinal.

No se consideraron los estudios que presentaron artefactos de movimiento y espectros de RM con
baja sefial que no fuera posible ajustar a los picos seleccionados para el analisis de metabolitos.
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5.2. Efecto del modelo de lesién e implantes en imagenes de resonancia magnética
La LMESC se verificod en la semana 1 por RM, en primer lugar, por medio de la intensidad T1y T2 a
nivel de la T9 como un corte uniforme de la ME. En algunos casos, los animales control mostraron
hipointensidad T1y T2 en el epicentro de la lesidn sugiriendo necrosis, gliosis, o0 hemorragia 1**. Los
casos donde se detecta hiperintensidad T2 e hipointensidad T1 son asociados con liquido,
hemorragia o fuga de LCR *®°, como se muestra en la Figura 44.
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Figura 44. Imagenes representativas de RM a la semana 1. El animal control muestra T1 hipointensa y T2
hiperintensa en el epicentro de la lesidn, sugiriendo hemorragia o filtracién de LCR. T1 y T2 hipointensas a la
primera semana después de la lesién e implante muestran la LMESCy la presencia del implante. La tractografia
confirma lo mostrado por las imagenes Tl y T2, incrementando la resolucién y evidenciando la
microestructura de los tractos. Los valores de FA se presentan por rebanadas transversales de 1.5mm de
grosor (0 lado caudal, 20 lado rostral). Por ultimo, se presenta el espectro de RM adquirido en la zona de la
lesion en cada caso.

En animales implantados, la presencia del andamio se evidencia como hipointensidad, ya que los
andamios poliméricos no presentan sefial de RM. Estos resultados se complementan con la
tractografia, aumentando la resolucidn espacial y demostrando la extensién de la lesién 2,



Adicionalmente, los espectros aportan informacidn acerca de la constitucién molecular en el sitio
de la lesidn. La disminucién de Cr y Cho se asocia con una caida en el metabolismo celular por la
pérdida de masa celular. A pesar de que NAA puede aparecer con una intensidad similar que el
animal intacto, esto representa moléculas de NAA residuales atrapadas entre los restos de tejido

nervioso muerto %%,

Para la cuarta semana de estudio, los animales implantados muestran intensidad T1 y T2 en la zona
del implante, que se asocia con tejido sobre éste, mientras que los animales control muestran
evidencia de dafio secundario por hipointensidad T1 colocalizada con hiperintensidad T2, que en
ciertos casos se extendid a la zona caudal del epicentro de la lesidn.

En los animales implantados con PLA se detecta una respuesta inflamatoria en la periferia de los
andamios dada por hiperintensidad T2 y, por lo tanto, una discontinuidad de los tractos adyacentes,
como se muestra en la Figura 45. Sin embargo, el implante se encontrd con intensidad T1 yT2
asociados a tejido, lo cual sugiere posible infiltracion de fibroblastos y células inflamatorias al
andamio, con formacion de tejido fibrético.
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Figura 45. Imagenes representativas de RM a la semana 4. El control muestra intensidades T1y T2 patoldgicas
extendidas hacia la zona caudal, como efecto del dafio secundario, confirmado por la pérdida de tractos en
dicha regidn. En PLA se muestra inflamacidn por la hiperintensidad T2 en la periferia del andamio, por lo que
persiste la discontinuidad de los tractos. En contraste, los animales implantados con PLA+pPPy-| presentan
intensidad T1 y T2 asociada con tejido nervioso y evidencia de tractos a través de la lesion e implante. Los
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valores de FA se presentan por rebanadas transversales de 1.5mm de grosor (0 lado caudal, 20 lado rostral).
Por ultimo, se presenta el espectro de RM adquirido en la zona de la lesidn en cada caso.

De acuerdo con la espectroscopia, el control no muestra cambios respecto a la semana 1, sin
embargo, PLA muestra una baja intensidad de Cho, lo cual sugiere baja densidad celular. El aumento
de NAA puede ser provocado por mecanismos de compensacion en la actividad mitocondrial de
neuronas que posteriormente se degeneran 2%,

Para la semana 8 no se detectan cambios importantes respecto a la semana 4 en las imagenes
convencionales T1 y T2 de los grupos control y PLA+pPPy-I, mientras que en PLA se observé una
reconexion de tractos en el grupo PLA (Figura 46).

Control PLA PLA+pPPy-I Intacta

NAA
Cho
Cho

cr
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Figura 46. Imdagenes representativas de RM a la semana 8. Las imagenes de RM convencionales siguen
mostrando la misma informacidn respecto a la semana 4. Los cambios importantes se detectaron mediante
la tractografia, donde una reconexién de los tractos en PLA sugiere cambios en la microestructura del tejido
en el epicentro e implante. Los valores de FA se presentan por rebanadas transversales de 1.5mm de grosor
(0 lado caudal, 20 lado rostral). Por ultimo, se presenta el espectro de RM adquirido en la zona de la lesion en
cada caso.

Para este punto, los niveles de los metabolitos evaluados por MRS parece que se normalizan,
posiblemente debido a la estabilizacién de la cicatriz glial que busca contener la propagacién de la
lesion. Si bien en este caso no se evidencian diferencias entre los animales, se realizé un analisis
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estadistico de la intensidad de los metabolitos tomando en cuenta varios sujetos por cada grupo
para buscar las diferencias, el cual se presenta mas adelante (seccion 5.3. Espectroscopia).

Aprovechando los datos cuantitativos de la tractografia, se estudié el impacto del volumen de los
tractos reconstruidos en el tiempo entre los grupos de estudio (Figura 47). La reduccion significativa
del volumen de los tractos en el grupo PLA+pPPy-| a la semana 1 se relaciona con la falta de sefial
propia del implante y con la contundencia de la LMESC. A la semana 4 el volumen de los tractos se
recuperd en PLA+pPPy-I, mientras que la reduccidn significativa en PLA y control reflejan los efectos
del dafo secundario. A la semana 8 el volumen de los tractos de los animales control se redujo
significativamente respecto a los animales intactos y los implantados. En contraste, no se
encontraron diferencias significativas entre los animales implantados y los intactos, lo cual sugiere
gue los implantes constituyeron un sustrato permisivo para la adhesién celular y desarrollo tisular.
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c Figura 47. Volumen de los tractos en animales
E intactos y de los control, PLAy PLA+pPPy-l a la
3
E 0 I T T semana 1, 4 y 8. Diferencias estadisticamente

1 4 8 significativas por ANOVA de dos vias, n=5,

Semana *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.

La recuperacién del volumen de los tractos en PLA+pPPy-I para la semana 4 muestra un efecto
superior del composito sobre el implante de PLA, el cual mostré una reduccién significativa en la
semana 4, sugiriendo que las fibras recubiertas con pPPy-I producen un efecto mas eficiente en la
recuperacion tisular.

5.2.1. Indices DT
DTI ofrece medidas cuantitativas que permiten establecer comparaciones objetivas entre grupos de
estudio y asociaciones con la microestructura del tejido nervioso basado en tensores (Figura 48).
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Figura 48. Representacion de la difusion del agua en los tejidos por tensores. A) Representacion del tensor de
difusion y los vectores asociados con la FDP de la difusién del agua. B) indices asociados a la magnitud de FDP:
AD, RD, MD y FA 206207,

Se obtuvieron los indices del DTl en las rebanadas de 1.5mm de la ME adquiridas, los cuales son una
medida cuantitativa de la microestructura tisular. En las siguientes graficas se comparan los indices
FA, MD, AD y RD en los grupos experimentales a la semana 1, 4 y 8 comparandolos con el grupo
intacto. Adicionalmente, para evidenciar los cambios en el tiempo, se realizé un analisis estadistico
de los indices a la semana 1, 4 y 8 en cada grupo de estudio. De esta manera se realizan dos andlisis
estadisticos para responder a dos cuestiones:

1. Elcomportamiento de los indices entre los 4 grupos de tratamiento, comparandolos en cada
una de las 3 etapas del estudio: 12, 42 y 82 semana;

2. Laevolucion en el tiempo en los sujetos del mismo grupo de tratamiento, para determinar
si existen cambios estructurales que podrian explicar la diferencia en la recuperacion
funcional mas eficiente del grupo PLA+pPPy-l comparada con el Control o PLA.

5.2.1.1. Andlisis entre los grupos de tratamiento

La mayor alteracidn se detectd en el epicentro de la lesidn a la semana 1 después de la lesién, con
una disminucién en FA y un incremento en RD estadisticamente significativas de los tres grupos de
estudio respecto a los intactos, como efecto de la destruccidn tisular asociada al modelo de lesion
(Figura 49).

MD no presenta diferencias significativas, aunque si se produce un aumento significativo de RD en
el EC en el grupo control, asociado a hemorragia y fuga de LCR. Los tractos rostrales sufren una
alteracion significativa, sin embargo, dado que esta seccién se encuentra lejos de la zona lesionada,
esta alteracion se asocia con artefactos debidos a la reduccién del volumen de la ME hacia la zona
rostral.

Para la semana 4, FA se mantiene significativamente menor respecto al intacto en el grupo PLA,
mientras que los grupos control y PLA+pPPy-I ya no presentan diferencias significativas respecto al
intacto (Figura 50).
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Figura 49. indices DTI en la semana 1. Diferencias significativas por ANOVA de dos vias: distancia a la lesién y
grupo, con prueba post hoc de Tukey (n=5 sujetos por grupo). FA: p=0.049 PLA+pPPy-I vs. Intacto 1.5mm
caudal al EC; p=0.0076 Control vs. Intacto, p=0.025 PLA+pPPy-I vs. Intacto, p=0.0167 Intact vs. PLA en el EC.
MD: ligero aumento en el EC en el grupo control. AD: p=0.042 4.5mm rostral al ECy p=0.032 al extremo rostral
en PLA+pPPy-l vs. Intacto. RD: p=0.038 en el EC en Control vs. Intacto.
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Figura 50. indices DTI en la semana 4. Diferencias significativas por ANOVA de dos vias: distancia a la lesidn y
grupo, con prueba post hoc de Tukey (n=5 sujetos por grupo). FA: p=0.034 Intacto vs. PLA en el EC. MD:
p=0.045 Intacto vs. PLA en extremo rostral. AD: p= 0.026 y p=0.003 4.5 y 6 mm rostral al EC en PLA+pPPy-I vs.
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Intacto; p=0.017 en PLA+pPPy-I vs. Intacto y p=0.023 PLA vs. Intacto al extremo rostral. RD: p=0.024 1.5mm
caudal al EC en PLA+pPPy-| vs. Intacto.

Para la semana 8, los valores de FA se recuperan y se presentan en magnitud similar a los intactos.
MD tuvo una disminucidn significativa en el grupo PLA en el extremo rostral del EC, asociado con
una caida en AD, lo cual sugiere dafio axonal en esta regién (Figura 51).
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Figura 51. indices DTl en la semana 8. Diferencias significativas por ANOVA de dos vias: distancia a la lesién y
grupo, con prueba post hoc de Tukey (n=5). FA: sin diferencias significativas entre grupos. MD: p=0.029 1.5mm
rostral al EC en Intacto vs. PLA. AD: p= 0.045 en EC en Intacto vs. PLA+pPPy-I, p=0.019 1.5mm rostral al EC en
intacto vs. PLA, p=0.027 4.5mm y p=0.019 6mm rostral en intacto vs. PLA+pPPy-I; p=0.029 en Intacto vs.
control y p=0.022 en Intacto vs. PLA+pPPy al extremo rostral. RD: ligero aumento en la zona caudal al EC.

Para la semana 8, los valores de FA y RD se normalizaron en los grupos de estudio, ya que no se
observaron diferencias significativas respecto a los intactos, Unicamente una tendencia al aumento
de RD enla zona caudal de los animales control, que se asocia a dafio secundario extendido de forma
caudal. Aun asi, se detectan diferencias en AD de los animales de estudio respecto a los intactos,
desde el epicentro hacia la zona rostral.

Ademads de las limitaciones respecto al tamafio del tejido, es importante destacar que las
interpretaciones que se realicen con los indices del DTl se deben acompafiar con otras técnicas de
analisis, ya que como todo modelo presenta ciertas limitaciones inherentes a las restricciones
establecidas. Una de las mds importantes es el problema de las fibras cruzadas, que pueden arrojar
incrementos o decrementos en los indices del DTI paraddjicos. Este efecto puede presentarse en
procesos tales como neurodesarrollo, plasticidad o reparacion del tejido nervioso 2%,
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5.2.1.2. Andlisis de los cambios en el tiempo

Ni en el grupo Control sin implante ni en el grupo implantado con PLA se encontraron diferencias
significativas en los indices FA, MD, AD o RD respecto al tiempo. Tal como se encontré en el analisis
funcional, en estos grupos hubo una recuperacidn paulatina de la microestructura tisular. Sin
embargo, en el grupo implantado con el composito (PLA+pPPy-1), MD muestra un incremento
significativo hacia la zona caudal entre la semana 1y 4 (p=0.049 3mm caudal al EC), debido a un
incremento en AD (p=0.005). Este incremento podria asociarse con la organizacién caudal de las
fibras axonales adyacentes al implante e integridad axonal. Esta recuperacion estructural podria
explicar la recuperacion mas eficiente en los animales implantados con el composito PLA+pPPy-I
que la recuperacidn debida a procesos enddgenos.

Aunque hacer un andlisis estadistico entre los grupos de estudio puede dar un panorama general
de la alteracion de los indices microestructurales, es evidente que se pierde la singularidad de Ia
lesion en cada animal. Tal como se mostrd en la seccidn anterior, la informacién aportada por cada
una de las técnicas permite realizar una historia de cada caso, mientras que realizar un promedio
de las variables aisladas enmascara ciertos aspectos del desarrollo de la lesion, la cual resulté
desarrollarse de manera heterogénea. Por lo tanto, el andlisis individual de cada animal mediante
las imagenes y valores cuantitativos ofrece mayor claridad del desarrollo de la lesién e interaccion
con el implante que el andlisis por variables independientes.

5.3. Espectroscopia

En esta seccidn se presentan los resultados de la espectroscopia por resonancia magnética. La
intensidad de la sefial se correlaciona con las condiciones normales y fisiopatoldgicas 1972007202,
Tratdndose de espectros adquiridos en el SNC, se esperaria que NAA sea el pico prominente, seguido

del pico Cr y de menor intensidad el pico de Cho 2%

, sin embargo, las condiciones de adquisicion
son diferentes a lo reportado en la literatura. En este caso se utilizd un TE=144ms, mientras que
normalmente se utilizan TE cortos 2%2!2, Esto puede tener efectos sobre la cuantificacién de Cry
Cho 2%, Aunque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la intensidad de
los metabolitos NAA, Cry Cho, en la médula intacta se encontré ligeramente mayor la intensidad de

Cr, seguida de NAA y Cho (Figura 52, B).

La intensidad absoluta de los metabolitos se obtuvo de los espectros de RM procesados, tales como
los que se muestran en la Figura 52, A, y se realizd un analisis estadistico de la intensidad de NAA,
Cry Cho en los diferentes grupos y en los tres tiempos de estudio (semana 1, 4 y 8). La intensidad
de las senales se alterd, aunque sin mostrar diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 52. Espectroscopia del sitio de la lesion e implante. A) Espectros representativos: NAA se encuentra en
2.01ppm, Cr en 3.0ppm y Cho en 3.2ppm 97:1%8_B) Anilisis estadistico de la intensidad de la sefial de cada
metabolito (area bajo la curva [AUC] relativa a la concentracion), sin diferencias significativas, en control: n=4
(semanas 1 y 4), n=3 (semana 8); en PLA: n=5; en PLA+pPPy-I: n=5, n=4 y n=7 (en semanas 1, 4y 8
respectivamente); en intactas n=12. Ndtese que Cho aumenta de forma importante en los controles para la
semana 8, debido a inflamacién y desmielinizacién 194202,
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En la semana 1, el Cr disminuye ligeramente respecto a NAA, mientras que Cho comienza a
aumentar, debido a la inflamacion y destruccién celular en los grupos control y PLA. Para semana 4,
laintensidad de los metabolitos en el grupo control muestra una disposicién similar al grupo intacto,
posiblemente debido a un aumento en el metabolismo celular en el sitio de la lesién, con la
secrecién de coldgena. Por otro lado, PLA+pPPy-l muestra respecto a NAA una reduccion en Cr y
aumento de Cho, posiblemente debido al proceso inflamatorio asociado a la lesidn. Por su parte,
PLA muestra una intensidad acorde con lo reportado en la literatura, sugiriendo que para la semana
4 el proceso inflamatorio empieza a disminuir y recuperar valores normales.

En la semana 8, el grupo control muestra un aumento en Cho que puede estar asociado al dafo
secundario en etapa crdnica, que incluye desmielinizacidon junto con inflamacién continua. Los
grupos implantados muestran un comportamiento estable de la intensidad, aunque NAA se
encuentra ligeramente disminuido respecto a Cr y Cho, probablemente debido al dafio neuronal
provocado por la LMESC.

Para buscar los efectos del modelo de lesidon e implante, se realizd un andlisis estadistico de Ila
intensidad de los metabolitos en el tiempo entre los grupos de estudio. En la Figura 53 se muestra
la evolucion de la Cr en los grupos experimentales. Aunque no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos, hubo una reduccidn en la intensidad de Cr, en especial en el grupo
de PLA+pPPy-Il para semana 4, que se recupera para la semana 8.

B Control mm PLA mm PLA+pPPy-| mm Intact

Figura 53. Evolucién de la creatina en ratas con

LMESC y andamios fibrilares. Sin diferencias

1 4 8
Semana

significativas entre los grupos, prueba ANOVA de
dos vias (n=3).

Los niveles de NAA se encontraron aun altos en la semana 1 después de la cirugia (Figura 54). De
acuerdo con la literatura, las moléculas de NAA pueden quedar atrapadas entre los restos de tejido
nervioso en la fase aguda, y se van reduciendo en la fase subaguda % Sin embargo, los valores de
NAA tienden a normalizarse en la semana 8 194202,

Aunque no hubo diferencias significativas entre los grupos, se observa una tendencia a la
disminucién de NAA/Cho en general (Figura 54). Cho es un marcador de la sintesis y descomposicion
de membranas celulares 4. La relacién NAA/Cho se ha propuesto como un predictor del desarrollo
motor, ademas, se ha encontrado una correlacion de NAA/Cho con FA '3, Dado que NAA indica
tejido nervioso sano y Cho se relaciona con el metabolismo de la membrana celular, el indice
NAA/Cho podria indicar la proporcién de neuronas funcionales respecto a gliosis o inflamacion, ya
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gue el inverso, Cho/NAA, se ha estudiado como un pardmetro que define la extensidn de gliomas

sobre tejido nervioso sano 20+,

I Control B PLAM PLA+pPPy-Ill Intact

NAA/Cho

Semana Semana

Figura 54. Evolucion de NAA/Cr y NAA/Cho. NAA/Cr muestra una reduccion no significativa en los animales
implantados, mientras que NAA/Cr aumenta debido a una reduccién en Cr, aunque no es significativa.
NAA/Cho se reduce en general, aunque sin diferencias significativas. Anélisis estadisticos por ANOVA de dos

vias (n=3).

En la octava semana, el dafio secundario se acentua en el control produciendo un aumento en

Cho/Cr, aunque no es significativa estadisticamente (Figura 55), el cual se asocia con gliosis y

desmielinizacion 124292,
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0- Figura 55. Evolucion de Cho. Sin
1 4 8 . P
diferencias significativas entre los grupos,
Semana

prueba ANOVA de dos vias (n=3).

La técnica de MRS presenta varias limitaciones, en especial en la ME de pequefios animales como
las ratas. Esto se debe ainhomogeneidades del campo magnético en volumen de interés que es muy
pequefio, asi como la presencia de las vértebras y el movimiento asociado a la respiracién 194292, por
ello, la MRS se debe complementar con otras técnicas de analisis de manera que se puedan validar

los resultados.
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Capitulo 6. Histologia e inmunofluorescencia

El andlisis histopatoldgico de la morfologia tisular es una de las principales maneras de entender las

enfermedades, ya que permite hacer un analisis de la morfologia de los tejidos y su funcionamiento
215,216

La tincion HE en la tincién basica para hacer una evaluacién inicial de la estructura tisular. La
hematoxilina tifie de violeta los acidos nucleicos y la eosina tifie de rosa las proteinas de forma
inespecifica. HE no provee informacién suficiente para establecer diferencias entre las principales
células del sistema nervioso como neuronas o células gliales, por lo que se vuelve necesario realizar

tinciones especiales que permitan evaluar las estructuras citoplasmaticas 21526,

El violeta de cresilo es una tincidn que se une a los acidos nucleicos, preferentemente ARN, por lo
que tifie tanto neuronas como glia 2*”. Ademds, el violeta de cresilo permite identificar a las
neuronas, ya que evidencia los cuerpos de Nissl (Figura 56).

Figura 56. Neuronas marcadas con violeta de cresilo.

Los cuerpos de Nissl son cimulos de reticulo endoplasmatico rugoso que se encuentran en el
pericarion y en la primera porcidn de las dendritas en las neuronas. El axdn no contiene cuerpos de
Nissl 5.

La técnica de Schiff es una reaccion que utiliza PAS y se utiliza para la tincién de estructuras que
contengan macromoléculas de carbohidratos como las glucoproteinas, proteoglicanos vy
membranas celulares, que son tipicas de tejido conjuntivo y ldmina basal, entre otros. PAS tifie de
magenta a rojo estas estructuras 2 (Figura 57).
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Figura 57. Médula espinal sin lesidn con tincion de PAS. Se destaca la presencia
del lumen longitudinal de un vaso sanguineo, cuerpos neuronales y células
gliales con la membrana celular en un tono magenta, positivo para PAS.

La tincion por tricrdmica de Masson tifie de azul las fibras de coldgeno tipo |, el citoplasma de rojo
y el nucleo de lila o marrén 2% (Figura 58).

-

Figura 58. Epicentro de la lesién de un animal control tefiido con
tricrémica de Masson. En azul se marcan las fibras de colageno tipo I.

La inmunohistoquimica y la inmunofluorescencia son técnicas que permiten la deteccién de
antigenos tales como proteinas en las células y los tejidos por medio de la unidon especifica entre un
anticuerpo con determinado antigeno. En particular, la inmunofluorescencia implica el uso de
anticuerpos acoplados a fluoréforos, de manera que el anticuerpo se une a su antigeno y el
fluoréforo es detectado por microscopia de fluorescencia, indicando la presencia del antigeno.
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MAP2 se expresa Unicamente en las neuronas maduras y especialmente en las dendritas de estas
células %18 Los anticuerpos a MAP2 son, por lo tanto, excelentes marcadores de las células
neuronales, el somay las dendritas neuronales 44?1220 (Figura 59).

oY
Neurona

/)

Figura 59. Médula espinal marcada por
inmunofluorescencia. La marca de
MAP2 (color naranja) se encuentra
especificamente en el citoplasma de las
neuronas. En azul se marcan los
nicleos  celulares  (DAPI), que
pertenecen a las neuronas, células
gliales y epiteliales que forman vasos

sanguineos.

DAPI es un marcador que se une especificamente al ADN, y por lo tanto es utilizado en

inmunofluorescencia para marcar los nucleos de las células en color azul 22+222,

6.1. Metodologia
Después de 8 semanas de estudio, las ratas fueron anestesiadas con 100mg/kg de pentobarbital.
Utilizando una bomba peristéltica a 18ml/min, se perfundieron via transcardiaca 250 ml de NaCl
0.9% fria y 250ml de PFA 4% frio (las soluciones se ponen sobre hielo durante todo el proceso, este
paso es clave para obtener inmunofluorescencias adecuadas). Se extrajo la ME y una seccién de 1cm
rostral y 1 cm caudal al epicentro de la lesion fue sumergida en PFA 4% por 24h a 4°Cy transferidas
a sacarosa al 30% en PB a 4°C 2%,

Para la inmunofluorescencia, las muestras de ME se seccionaron longitudinalmente en rebanadas
de 40 um utilizando un criostato. Las secciones se bloquearon con BSA 5% en TBS con Tritén X-100
0.5% (v/v) y se incubaron con anti-MAP2 (1:200; Invitrogen, PA5-17646) por 24 h. A continuacion,
las secciones se lavaron tres veces con TBS y se incubaron con anticuerpo secundario Alexa Fluor
546 (anti-rabbit, 1:300, ThermoFisher Scientific, A11035) en TBS a temperatura ambiente en
oscuridad. Las imagenes se obtuvieron por microscopia confocal (Zeiss LSM 800) 2'°. Se obtuvieron
una media de 32 rebanadas épticas cada 1 um por cada Z-stack.
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El andlisis de las imagenes y cuantificacidon del tejido se realizd en Fiji - ImageJ (NIH) y CellProfiler
4.2.5 (Broad Institute, Inc.).

6.1.1. Cuantificacion del tejido degenerado y quistes en las muestras completas
En las muestras completas a un acercamiento de 1.25x tincion HE, se midié el total de la muestray
después se aplicéd un filtro para definir las zonas de tejido dafiado y los quistes (espacios blancos),
las cuales son cuantificadas con Particle Analyzer (Figura 60).

1. Delimitacion del tamafio total 2. Segmentacion de quistes 3. Identificacion de quistes

e e
—

Figura 60. Procedimiento para la cuantificacion de quistes y tejido degenerado. Se delimita el total de muestra
a analizar, y se aplica un umbral para segmentar los espacios de quiste. Con el analizador de particulas se
cuantifica el porcentaje de la muestra equivalente a los quistes en las muestras con un aumento de 1.25x.

6.1.2. Cuantificaciéon de la marca de coldgeno
En las muestras con tricromica de Masson, se utilizé la funcion Color Threshold (Fiji) para segmentar
la marca azul que representa el colageno. La imagen se convierte a binaria (Process — Binary —
Convert to Mask) dejando la marca de interés en blanco y Measure para para medir la proporcién
de la imagen que representa el colageno (Figura 61).

Original

Este procedimiento se realiza imagen por imagen, lo cual puede ser muy lento.

6.1.3. Cuantificacién de marca PAS y violeta de cresilo

El analisis de las imagenes se realizé en el software libre CellProfiler (4.2.5) mediante la siguiente
secuencia:
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= Images Seleccion de imagenes a procesar.

= Names and Types Asignacién de nombres de variable.

= UnmixColors Segmentacién de los pixeles con marca.

= Treshold Conversién a imagen binaria, blanco equivale a la marca (foreground).
= MeasurelmageAreaOccupied Medicion del drea ocupada por pixeles blancos.

= ExportToSpreadsheet Los resultados se exportan en una hoja de datos csv.

= Savelmages Guarda las imdgenes procesadas en una carpeta destino definida.

De esta forma, se puede realizar la cuantificacion en varias imdgenes en pocos minutos vy
automaticamente, sin necesidad de realizar el protocolo de andlisis imagen por imagen. La
informacidn cuantitativa queda almacenada en una tabla de datos csv, para su posterior analisis
estadistico.

Como ejemplo en la Figura 62, A se muestra la imagen original de ME marcada con violeta de cresilo.
Al aplicar UnmixColors se obtienen imdgenes en escala de grises, con la marca especificada en
blanco (foreground), en este caso, la marca de violeta de cresilo (Figura 62, B). Al aplicar el umbral
(Threshold), se obtienen imagenes binarias, con la marca de interés en blanco (Figura 62, C).
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Figura 62. Procedimiento para |la

600

identificacion y cuantificacién de tinciones
histolégicas. La imagen original (A) se

800

convierte a escala de grises con la marca de
interés en blanco (B), la cual se convierte a

1000

imagen binaria para la cuantificacién de la

marca de interés (C).

83



6.2. Estudio del epicentro de la lesion por histologia
Los cortes de ME con 8 semanas de estudio se evaluaron por distintas tinciones histoldgicas para
caracterizar el epicentro de la lesién. Las imagenes de animales control muestran que la LMESC
produjo grandes quistes y tejido deteriorado en general. Los implantes se encontraron cubiertos
por tejido en general, como se observa en las imagenes con HE (Figura 63). Sin embargo, en los
tejidos de animales control se observan mayor cantidad de quistes y tejido degenerado, respecto a
los animales implantados con los andamios fibrilares.
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Figura 63. Epicentro de la lesién e implante por varias tinciones histoldgicas y cuantificacién. Las flechas
cerradas apuntan a posibles vasos sanguineos y las flechas abiertas a las fibras de los andamios. El anélisis
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estadistico muestra diferencias significativas en control respecto a los implantados (***p<0.001,
****0n<0.0001) por ANOVA; *p<0.05 en el porcentaje de coldgeno tipo | entre el control y PLA+pPPy-I por la
prueba de Kruskal-Wallis y Dunn entre grupos. Se encontrd significativamente menos marca de violeta de
cresilo (**p<0.01) y de PAS (**p<0.01, ***p<0.001) en control respecto a los implantados por la prueba
ANOVA.

Ademas, se encontré una cantidad significativamente menor de células en el epicentro, y una menor
cantidad de drea cubierta por ldmina basal en los animales control respecto a los implantados, como
se muestra en las imagenes con tincion PAS (Figura 63).

En contraste con los implantes de PLA+pPPy-I, los de PLA muestran grandes areas sin infiltracion
celular, sin embargo, en todos los grupos se observan zonas redondeadas con nucleos celulares que
posiblemente son células endoteliales rodeando vasos sanguineos, tanto en el epicentro como
dentro de los implantes (Figura 63, flechas cerradas). Para confirmar la presencia de células
endoteliales y vasos sanguineos se puede implementar una marca especifica de este tipo de células.
La irrigacion sanguinea es un rasgo importante de los tejidos viables, ya que indica que los tejidos
estan siendo oxigenados.

La tincién de tricrdmica de Masson revela que en los andamios se encuentra colageno tipo | (Figura
63), probablemente debido a la infiltracidon de fibroblastos provenientes de las meninges, como
parte del efecto de la LMESC 62,

De acuerdo con las imagenes de RM, los tejidos de animales implantados muestran el epicentro de
la lesién cubierto con mayor cantidad de tejido neuronal y ldmina basal que los animales control,
como se muestra en las imagenes con tincion de violeta de cresilo y PAS (Figura 63).

En la Figura 64 se muestra la comparacion de un animal de cada grupo de estudio por distintas
técnicas imagenoldgicas implementadas en este trabajo: IRM, tractografia del DTI, Fraccién de
anisotropia e histologia. En las distintas imagenes se observa la estructura de la ME, de manera que
permiten validar imagenes de RM in vivo de las primeras fases del estudio (semanas 1y 4). Como se
ilustra en las secciones histoldgicas, el segmento caudal de los animales control y PLA se encuentra
con una extensa degradacidn tisular, quistes y edema, lo cual confirma lo que se muestra en las
imagenes de RM: menor volumen de los tractos, hiperintensidad T2 e hipointensidad T1 223,
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Figura 64. Imagenes representativas de un animal control, PLA y PLA+pPPy-l por distintas técnicas
imagenoldgicas. Comparacion de imagenes de RM T1 y T2, tractografia, FA, tricrémica de Masson y HE del
mismo animal representativo de cada grupo de estudio. Las lineas verdes apuntan al epicentro de la lesidn.

En contraste, las imagenes del animal implantado con PLA+pPPy-I muestran quistes mas pequefios
en la periferia del andamio, lo cual se relaciona con las intensidades T1 y T2. De esta manera se
puede confirmar que en este caso el implante promueve la formacién tisular en el epicentro de la
lesién y continuidad de tractos entre los segmentos de la ME, lo cual demuestra que el desempefio
del composito fibrilar es superior al implante de PLA, promoviendo neuroproteccion y reduciendo
los efectos del dafio secundario.

86



6.3. Inmunofluorescencia
Como se muestra en la porcién intacta de la ME, este tejido se encuentra compartimentado, con la
materia blanca rodeando la materia gris (Figura 65, a). Dado que la materia blanca esta formada por
las fibras nerviosas o axones, estos no se marcan con MAP2. Para marcarlos se podria utilizar el
anticuerpo para Tau. En la materia gris se encuentran los somas y las sinapsis neuronales, y como
MAP2 se encuentra en el pericarion y las dendritas, la materia gris contiene MAP2 en una densidad
mucho mayor que en la materia blanca. La marca azul es DAPI, que marca los nucleos de las células.
El cimulo de nucleos al centro de la ME indica el canal central, rodeado por las células ependimarias.

La infiltracion celular dentro de los andamios fue evidente gracias a la marca de DAPI. Adyacente al
implante también se observa la marca de MAP2 (Figura 66). En PLA, los microtibulos muestran una
disposicion aleatoria sobre las fibras del andamio (Figura 66, d). Adyacentes a los andamios, se
observan microtubulos organizados linealmente (Figura 66, b). Esta marca sugiere la presencia de
neuritas prolongadas en la periferia y a través del andamio de PLA (flecha de bloque, Figura 66, b).
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Figura 65 . Inmunofluorescencia de médula intacta. Muestra completa en a) y b), barra = 100um en (a) y Imm
en (b); acercamientos en c) y d), barra = 100 y 50 um respectivamente. MB = materia blanca, MG = materia

gris.

Figura 66. Inmunofluorescencia de médula implantada con PLA. Muestra completa en a), barra = 1mm;
acercamientos en b), ¢) y d), barra = 100 um, e) barra = 50 um. La flecha de bloque indica microtibulos
organizados, las flechas, microtubulos dentro del implante dispuestos aleatoriamente. En b) y d) se muestra
el borde del andamio y en c) y e), la parte interna del andamio.

Como se observa en las imagenes de PLA+pPPy-I, el material presenta fluorescencia en todos los
canales 133224 por lo que la sefial de MAP2 se traslapa con la de las fibras recubiertas con pPPy-I
(Figura 67).
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PLA

PLA+pPPy-I

Figura 67. Separacion por canales de imagenes de inmunofluorescencia. En PLA, no hay sefial de pPPy-l,
facilitando la identificacion de las marcas de interés. En el PLA+pPPy-I se obtiene fluorescencia en los tres
canales, por lo que las sefiales de MAP2 y DAPI se encuentran traslapadas con la del pPPy-I. Barra=100um.

Sin embargo, la marca de MAP2/DAPI se detecta en los andamios y en el tejido adyacente,
adentrandose al andamio (Figura 68). Para tratar de identificar cada una de las marcas por separado
e independientes de la fluorescencia del pPPy-I, las imdgenes de microscopia confocal fueron
separadas por canales y se aplico la operacién division entre el canal de la marca de interés (MAP2
o DAPI) y el canal de fluorescencia del pPPy-l (canal verde), por cada rebanada optica. El
procedimiento esquematico se muestra en la Figura 69. De esta forma se detectaron microtubulos
y pericarion de neuronas dentro del implante fibrilar, como se muestra en la Figura 70.
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Figura 68. Inmunofluorescencia de médula implantada con PLA+pPPy-I. Muestra completa en a), barra =
1mm; acercamientos en b), c) y d), barra = 100 um, e) barra = 50 um. Las flechas indican microtibulos
adentrandose al andamio. En b) y d) se muestra el borde del andamio y en c) y e), la parte interna del
andamio.

Composite stack

Separacion por canales

MAP2 PLA+pPPy-I DAPI

Figura 69. Esquema del procesamiento de imagenes de inmunofluorescencia. La pila de imagenes es separada
por canales (MAP2, PLA+pPPy-l y DAPI). Las pilas de MAP2 y DAPI se dividen respecto a la pila de PLA+pPPy-I

Canal / PLA+pPPy-|
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de forma independiente (Canal/PLA+pPPy-I) para eliminar la marca de fluorescencia del PLA+pPPy-I e
identificar las sefiales de MAP2 y los nucleos (DAPI).

Médula intacta

MAP2/PLA+pPPy-I Composite

MAP2 y DAPI

Figura 70. Evidencia de neuronas proyecciones citoplasmaticas neuronales en el implante. En la primera fila
se muestra la imagen compuesta por los 3 canales adquiridos, en la segunda la imagen procesada para
eliminar la fluorescencia de las fibras de PLA+pPPy-I, quedando Unicamente la marca del anticuerpo para
MAP2. Las flechas de bloque indican los somas de neuronas y las cabezas de flecha, microtubulos
(proyecciones dendriticas). En la ultima fila se muestra la imagen compuesta por las marcas de MAP2 y DAPI
sin la marca de PLA+pPPy-I. Barra = 100 um.

Sin embargo, este procesamiento presenta la limitacidon de la posible pérdida de intensidad de
MAP2 y DAPI colocalizadas con las fibras de PLA+pPPy-I, por lo que se requieren mas analisis para
cuantificar la marca pura de inmunofluorescencia sobre las fibras del composito.

Aungue este procesamiento presenta limitaciones importantes de pérdida de sefial, al quitar la
marca de fluorescencia del pPPy-I, laimagen compuesta de MAP2+DAPI muestra que entre las fibras
del andamio hay células y tejido asociado con microtubulos, lo cual sugiere la prolongacidn neuritica
sobre las fibras de los andamios de PLA+pPPy-I.
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Discusion

La LME produce una disrupcion irreversible en la integridad del tejido nervioso, muerte celular,
destruccién axonal, proliferacion de astrocitos reactivos, falla en la diferenciacion de
oligodendrocitos y por lo tanto desmielinizacién, afectando la funcién motora, sensorial y
autondmica #?%, Esta problemética se debe en gran medida al dafio secundario, donde se agrava la
condicidn de la LME al formarse un tejido que inhibe la reconexion de los segmentos funcionales de
la ME. Como se observé en los andlisis in vivo, las imagenes de RM del grupo control muestran desde
la primera semana de estudio los rasgos asociados con disrupcién de la integridad tisular e
inflamacidn, tal como se observa en la préctica clinica °, lo cual valida el modelo de LMESC.

En humanos, las LMESC son raras, pero en investigacion experimental son un modelo contundente
y reproducible para estudiar la regeneracién tisular %°. Los modelos de LMESC implican la disrupcién
total de la ME, por lo que no hay comunicacidn de las sefiales bioquimicas y bioeléctricas, y, por lo
tanto, se pierde la funcién motora y sensorial. Los modelos de LME incompleta tienen un mejor
prondstico de recuperacién, ya que en los tractos remanentes se produce reorganizacion de
circuitos nerviosos y plasticidad, recuperando la funcién motora y sensorial *°.

En estudios de LME mediante contusidn dorsal se observa una recuperaciéon motora espontanea en
animales control sin tratamiento que es superior a la que se observa en los modelos de LMESC.
Como se reporta en 7#%, |os animales control sin tratamiento alcanzan un nivel de recuperacion
motora alrededor de los 4/21 puntos en la escala BBB, mientras que los animales con LMESC sin
tratamiento alcanzan alrededor de 2/21 como se muestra en el presente trabajo y en 7%, quienes

226

emplearon este mismo modelo de LME. Ademas, como se demostré en existe una relacién

directa entre la recuperacion motora espontanea vy la severidad de la LME.

Por otro lado, la proteccién del tejido preservado de los efectos del daiio secundario es crucial para
que los procesos tales como plasticidad se produzcan 3. Como se ha reportado en estudios previos,
el uso del pPPy-I produce la neuroproteccién de la ME, facilitando la recuperacién estructural y
funcional 7476788 De esta manera, la recuperacidn motora se vio incrementada significativamente
respecto a los animales que no se les aplicé el tratamiento.

En este trabajo, se observé una recuperacién motora con el tiempo en los tres grupos de estudio,
lo cual fue de acuerdo con la literatura donde se reporta que en modelos de LME en rata se ha
observado cierta recuperacion espontdnea, sin embargo, en el grupo PLA+pPPy-I se encontrd una
recuperacion estadisticamente significativa, en comparacién con el grupo control sin tratamiento,
con mas del 70% de animales con un nivel entre 8 y 12 puntos en la escala BBB.

Después de 5 semanas de tratamiento, los efectos del implante de PLA+pPPy-I produjeron una
recuperacion motora significativamente superior que la de los animales control, lo cual representa
un resultado relevante considerando que los pacientes con LME actualmente cuentan con limitadas

3845227 Ademds, el nivel de

opciones terapéuticas que permitan una recuperacion eficiente
recuperacion motora alcanzado supera en promedio 3 puntos de la escala BBB de locomocién, en

comparacién con el implante de la pastilla de pPPy-I reportado en estudios previos %76, Esto sugiere
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que la estructura fibrilar con superficie de pPPy-I puede producir un efecto superior dado por una
disponibilidad mayor del pPPy-I a las células, en conjunto con un sustrato mas robusto aportado por
la estructura fibrilar.

Aunque no hubo diferencias significativas entre el grupo PLA y los otros dos grupos experimentales,
se observd una recuperacién motora promedio ligeramente superior respecto al control, debido a
una respuesta bimodal en el grupo PLA. En general, se observé que para la semana 4 el grupo PLA
manifestd rasgos estructurales similares al control, con una significativa disminucion en el volumen
de los tractos de la ME, que se recuperan para la semana 8. La recuperacidon motora fue similar al
grupo control en el 88.2% del grupo PLA y similar a PLA+pPPy-Il en los demas casos, lo cual sugiere
qgue el implante de PLA puede tener un efecto terapéutico después de las 4 semanas, a menos que
la reaccién inflamatoria hacia el implante y el dafio secundario sean exacerbados %%, como se
muestra en los estudios de RM y en las pruebas histoldgicas. Tal como se mostrd en 6, quienes
también aplicaron implantes de PLA fibrilar, aunque se observe una respuesta estructural adecuada
del tejido debida al implante, éste puede no ser funcional. Por ello, a pesar de la versatilidad del PLA
127 en este trabajo se comprueba que al recubrirlo con pPPy-I mejora su desempefio como implante

en LMESC y promueve la recuperacién funcional.

La LMESC a nivel toracico produce paraplejia, pérdida de la sensibilidad por debajo del sitio de lesion
y disfuncidn autondmica 1%22>22°_ L3 primera semana de estudio, los animales tuvieron paralisis de
las patas posteriores y pérdida de la funciéon auténoma de miccién. En este sentido, se ha reportado
que la recuperacidon motora esta correlacionada con la recuperacion de la funcién vesical 2. En el
presente trabajo se observd que ningln animal del grupo control recuperd esta funcién autonoma,
y Unicamente dos animales con PLA (11.76%) y dos con PLA+pPPy-I (9.1%) recuperaron la capacidad
de evacuar la orina de forma auténoma, mediante el método planteado en 23!, basado en una
puntuacion asignada dependiendo de las caracteristicas y la cantidad de orina eliminada ante la
expresion manual de la vejiga.

La disfuncidn vesical es una de las principales consecuencias de la LME, consideradas por los
pacientes de mayor importancia que la pérdida motora 2922, Esta funcion depende del control
supra espinal del tracto urinario y la coordinacién de musculos lisos en la vejiga 223, por lo que debido

a una LMESC esta funcién se pierde.

En este caso hay evidencia contradictoria ya que se ha reportado que las ratas con LME recuperan

4% aunque que en los modelos de LME

eventualmente la capacidad de miccion auténoma
incompleta o por contusiodn las ratas recuperan esta autonomia antes que las ratas con LMESC 232234,
Por otro lado, no se reporta recuperacidn de la autonomia en la miccién en los antecedentes de este
trabajo, ni en LMESC 7311>124226 nj an LME por contusién 7#7°, Dada la relevancia de esta funcién, es
importante estudiar la evolucion de la recuperacion de la miccidon auténoma, para lo cual el uso de

233,234

jaulas metabdlicas u otras técnicas no invasivas 2° podrian dar informacién més precisa acerca

de la recuperacién de dicha funcion.

La RM es una técnica diagndstica estandar, utilizada ampliamente en la clinica, dado que permite
obtener informacidn detallada de la estructura tisular in vivo y la toma de decisiones mas acertadas
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190 Las imagenes anatdmicas por IRM demostraron que para la semana 4 de estudio los implantes
fibrilares estdn cubiertos de tejido nervioso, sin embargo, la tractografia aumentd la sensibilidad de
la técnica para obtener mas informacion sobre la microestructura tisular. De esta forma se encontré
qgue en el grupo de PLA+pPPy-I hubo una recuperacion significativa de los tractos, mientras que en
control y PLA hubo una reduccién significativa de los tractos para la semana 4, reflejdndose los
efectos del dafio secundario. Por lo tanto, la informacién del DTI complementa las imagenes de RM
35 3l proporcionar informacion estructural de mayor resolucidn espacial por medio de la difusion

del agua en el tejido.

La difusidn de las moléculas de agua proporciona informacion de la microestructura tisular %1, FA
mantiene valores cercanos a 1 en tejidos organizados linealmente, tal como en los tractos de la
materia blanca. Debido a la lesidn, FA se reduce, sin embargo, al formarse la cicatriz fibrética los
valores de MD y FA se ven alterados por la presencia de tejido conectivo. MD se mantuvo similar a
los valores de los intactos en el EC, lo cual sugiere una restriccién a la difusién del agua.

Aunque no se detectan diferencias entre la semana 4 y 8 en las imagenes anatdmicas de RM, hubo
cambios en la microestructura tisular, evidenciados por la recuperacién de FA 74236237 Ademds,
mientras en los animales control se presentd una disminucion significativa del volumen de los
tractos, los animales implantados mostraron mejora microestructural, particularmente en
PLA+pPPy-l, lo cual podria explicar la recuperacidn motora eficiente de los animales 28-2%°, Tal como
se ha demostrado previamente, DTl es una técnica que permite mejorar la sensibilidad de los
estudios de RM, ofreciendo informacion cuantitativa con una mayor sensibilidad a Ia
microarquitectura tisular %2224 3demds de estar relacionada con la funcionalidad tisular 42242,

El andlisis de metabolitos fisiopatoldgicos in vivo reveld que los niveles de NAA/Cr, asociados al
tejido nervioso funcional, se recuperaron para la semana 4 en PLA+pPPy-l, aunque sin mostrar
diferencias significativas entre los grupos. Por otro lado, el incremento de Cho y ml se asocian con
el metabolismo y descomposicion de membranas celulares, gliosis y desmielinizacion, por lo que en
la LME este efecto es esperable dada la proliferacion de astrocitos reactivos como parte de la
respuesta de la ME a la lesién en un intento de contener la propagacion del dafio, entre otros efectos
243234 por ello, la relacion entre NAA y Cho proporciona informacién acerca de la extension del dafio
secundario respecto al tejido preservado.

La reorganizacion del tejido nervioso se activa desde la fase aguda y persiste en el tiempo. En este
caso se observé que los implantes ofrecen un ambiente permisivo para la adhesién celular y
crecimiento tisular, como se mostré en el andlisis histoldgico. Los implantes fueron poblados por
distintos tipos celulares que formaron [dmina basal y estimularon la adaptacidn tisular para permitir
una recuperacién motora 2*>2%¢_Sin embargo, en los grupos control y PLA, se desarrollaron cavidades
quisticas en una proporcion mas grande del tejido, lo cual impacta la recuperacién funcional. Por
otro lado, la presencia de neuronas fue evidente por la marca de MAP2 en los andamios, a pesar de
que la fluorescencia del pPPy-I se empalma con la senal de la marca de MAP2, por lo que se vuelve
necesario probar con otras técnicas de identificacion que no sean sensibles al efecto de la
fluorescencia. Por ejemplo, se podrian efectuar analisis de microscopia electrénica en conjunto con

la técnica de immuno-gold para la identificacidn especifica de las estructuras tisulares 247-24°,
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Los radicales libres forman parte del entorno hostil que se instala en la ME debido al dafio
secundario, lo cual produce un ambiente proinflamatorio en el epicentro de la lesién que colapsa
los intentos de recuperacidn y regeneracién del tejido nervioso 33°1, Los polimeros conductores tales
como PPy y PANI tienen propiedades antioxidantes, debido a la presencia de grupos amino (NH) en
la cadena polimérica, lo que les permite neutralizar radicales libres, posiblemente por medio de
pequefios cambios en las cadenas poliméricas tales como entrecruzamiento °%%5!, E| 4rea superficial
es un factor importante en la capacidad de neutralizacién de radicales libres. En este caso, el pPPy-
| se encuentra disponible en la superficie de las fibras, que se ve amplificada por su disposicidén en

forma de andamio, por lo que el efecto sobre el ambiente tisular puede verse incrementado 24422,

Como se ha reportado previamente, la respuesta funcional al tratamiento con pPPy-I en modelos
contusivos produce una recuperacidon motora significativamente superior que en modelos de LMESC
7476 dada la potencial presencia de fibras remanentes en el modelo contusivo que permiten
procesos de reorganizacién de vias nerviosas y plasticidad, a su vez facilitadas por la modulacién de
la respuesta inflamatoria por parte del pPPy-l. En contraste, el modelo de LMESC elimina toda
conexion entre los segmentos de la ME, por lo que la recuperacion funcional detectada puede
deberse a elongacién neuritica a través del andamio y probable regeneracién tisular por medio de

procesos como diferenciacidn celular 25324,

La topografia del sustrato y la estimulacién eléctrica se han estudiado como seiales que facilitan la
diferenciacidon de células madre hacia un linaje neuronal, que expresan marcadores especificos
como MAP2 y Tuj1 %82%, En la ME existen nichos neurogénicos dados por la diferenciacién de células

256-259

madre neuronales , por lo que la estimulacién de células madre enddgenas inactivas es una

estrategia potencial como tratamiento de la LME ¥/, En este trabajo, la expresiéon de MAP2 se
encontrd sobre las fibras de los andamios, lo cual sugiere la extensidon neuritica a través de los
andamios, que podrian estar reconectando los segmentos de ME. Dado que el pPPy-l tiene

70,71

propiedades electroconductivas en el ambiente fisioldgico *’%, se podria facilitar la propagacion de

sefiales bioeléctricas sobre la superficie de las fibras cubiertas por pPPy-I, de manera que se

promueva la diferenciacion celular de células madre enddgenas 269262,
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Conclusiones generales

La LMESC produce la desconexion de tractos nerviosos, hemorragia, inflamacion y el desarrollo de
dafio secundario en animales control sin tratamiento. Los andamios fibrilares implantados
constituyeron un sustrato para la adhesion e infiltracién celular, modificando el desarrollo del dafio
secundario. El dafio secundario se vio disminuido por el recubrimiento de las fibras con pPPy-I, en
forma de menor cantidad de cavidades quisticas, al tiempo que proporciona un sustrato permisivo
para el crecimiento de tejido nervioso.

Los andamios de PLA mostraron una respuesta heterogénea. Se detecté una reaccién inflamatoria
significativa hacia este implante desde la semana 4, que en algunos casos persiste hasta la semana
8. En algunos animales esta inflamacién disminuye, favoreciendo la infiltracién de microtubulos
neuronales hacia el andamio y favoreciendo la recuperacién funcional motora.

Los andamios fibrilares fabricados mediante electrohilado son un sustrato que facilita la adhesién y
viabilidad celular, ademas de que tienen la versatilidad para ser modificados en superficie con
polimero sintetizado por plasma sin alterar la estructura fibrilar porosa. De esta forma, la estructura
fibrilar presenta grupos funcionales tales como aminas, cadenas alifaticas, enlaces triples,
ramificaciones y entrecruzamiento, amplificando las propiedades terapéuticas de las fibras de PLA
mediante las propiedades del pPPy-l tales como neuroproteccién, hidrofilicidad vy
electroconductividad.

El depdsito de polimero de pirrol sintetizado por plasma sobre las fibras mejora las propiedades de
los andamios de PLA, incrementando su hidrofilicidad e interaccién con el medio biolégico y las
células y tejidos nerviosos. Este efecto se ve reflejado en un mejor desempefio funcional de los
implantes compuestos, moderando los efectos del dafio secundario tales como desarrollo de
cavidades quisticas y destruccion tisular.

El analisis in vivo mostrd rasgos estructurales de una mejora sustancial desde la 42 semana de
tratamiento con el composito de PLA+pPPy-I, acompafiado de una recuperacion significativa de la
locomocidn. El analisis de los potenciales evocados y el estudio de la inmunofluorescencia sugieren
que esta recuperacion funcional puede deberse a la transmisidon de sefiales bioeléctricas desde
centros superiores a través de los andamios y no solamente a la recuperacién del segmento de la
ME inferior a la lesién.
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Resumen de aportaciones
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1.

Propuesta y fabricacidon de andamios fibrilares para su implante como tratamiento de una
LMESC en ratas, fabricados con PLA y recubiertos con pPPy-I.

Caracterizacién fisicoquimica, morfolégica y bioldgica de los andamios fabricados vy
demostracién de sus propiedades de interaccién con el medio biolégico por angulo de
contacto, ensayo de viabilidad por MTT y analisis de orientacidn de estructuras celulares en
imagenes de microscopia electrénica de barrido.

Seguimiento in vivo de los efectos de la LMESC y los andamios de PLA y PLA+pPPy-I por
medio de RM en un equipo 3T Phillips Achieva empleando la antena neurovascular en
médula espinal de ratas de laboratorio, integrando a las técnicas convencionales T1y T2 las
técnicas avanzadas DTl y espectroscopia de RM, aportando efectos estructurales vy
metabdlicos por cada animal en el tiempo.

Implementacidn de estudios de potenciales evocados motores y somatosensoriales en ratas
utilizando los equipos BIOPAC acoplados a electrodos de aguja. Se evaluaron multiples
configuraciones de la instrumentacion y se delimitaron sus alcances y limitaciones para la
obtencién de las respuestas evocadas.

Se analizaron los tejidos implantados con los andamios fabricados por técnicas estandar de
histopatologia y por inmunofluorescencia para determinar la presencia de neuronas en la
zona de la lesién e implante.



Limitaciones y perspectivas

El nimero de animales es limitado para obtener conclusiones definitivas de cada técnica de estudio.
Es importante continuar con la implementacién de las técnicas descritas en este trabajo, ya que no
solamente contribuyen a esclarecer los efectos de la LMESC y mecanismos de recuperacién
funcional, sino que ademas constituyen técnicas que brindan informacién valiosa en la linea de
investigacion de la LMESC en ratas.

El espectro de RM como técnica no invasiva puede dar luz a los cambios agudos que ocurren debido
al implante. En la rata son muy rapidos 2%, incluso durante las primeras horas después de la lesidn,
por lo que es importante en trabajos futuros considerar obtener un espectro dentro de las 24 h
posteriores a la cirugia. Adicionalmente, para el espectro se recomienda aplicar bandas de
saturacidon para limitar los artefactos asociados con el hueso y el LCR. Ademas, explorar la
adquisicion con tiempos de eco menores (TE<50 ms) para la deteccion de metabolitos como ml, o
mayores (TE>120ms), para la deteccién de Lac %829 puede dar informacidn relevante y especifica
in vivo del desarrollo de la lesion y posible recuperacioén.

No se cuenta con evidencia que permita sefialar la causa de la mortalidad debido a la cirugia o la
aplicacion de anestesia general y el estudio de RM. Para ello, se podria aplicar un protocolo de
monitoreo de los signos vitales durante las primeras 24 h postoperatorias, en busca de signos o
sintomas de shock neurogénico o cambios en los niveles de metabolitos en sangre, en busca de
efectos adversos a nivel sistémico. Alternativamente se puede utilizar anestesia inhalada con
monitoreo constante de la frecuencia cardiaca y respiratoria y control de la temperatura corporal
del animal durante el estudio de RM, de manera que se puedan realizar maniobras de rescate y
evitar la pérdida de los sujetos con bradicardia, bradipnea o hipotermia.

Los potenciales evocados como técnica para evaluar la funcionalidad de las motoras y sensoriales
de forma cuantitativa y objetiva depende de la instrumentacion. Por ello, aplicar metodologias e
instrumentacién eficientes que permitan evaluar las respuestas en tiempo real seria de gran utilidad
practica para evaluar el efecto de tratamientos. Asimismo, en la practica quirdrgica esta técnica es
aplicada en clinica y podria ser crucial para la aplicacion de la estrategia de reseccion de la cicatriz
fibrética en modelos de lesién crénica, dejando intactos los circuitos nerviosos funcionales 22,

La fluorescencia del pPPy-I se ubica entre 350 y 600 nm, posiblemente en el rojo y rojo lejano
también 13%22% Esta propiedad interfiere con la cuantificaciéon de la marca de MAP2 y DAPI. Para
futuros experimentos, se podria considerar el uso de fluoréforos en el espectro del violeta o azul
cercano o el uso de negro sudan antes de realizar la inmunofluorescencia con el fin de limitar la
fluorescencia del pPPy-I.

Los andamios fibrilares son sustratos versatiles que pueden complementarse de multiples formas
para mejorar su desempefio terapéutico. Una vez que el andamio se forma con la estructura
deseada, las fibras pueden modificarse en su superficie con factores de crecimiento, estimulos de
diferenciacion o cultivo de células madre. También pueden modificarse los parametros de
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fabricaciéon para modular la velocidad de degradacién de acuerdo con el material empleado, o
encapsular farmacos o acoplar exosomas en las fibras para liberacidn controlada.

Parte del modelo LMESC incluye la laminectomia y la abertura de las meninges para poder acceder
a la médula y cortarla. Normalmente, al ejecutar este modelo se vuelven a unir las meninges
utilizando un punto de sutura 7523264 sin embargo, esta técnica no asegura una reparacién
completa de las meninges, ya que se pueden presentar complicaciones asociadas a la fisura del corte
asi como la generada al atravesar la aguja y la sutura para mantener el tejido unido, tales como el
acceso de agentes infecciosos o pérdida de liquido cefalorraquideo 2%°2%. Por lo tanto, en este
trabajo se propuso el uso de un apésito de PLA+pPPy-I para cubrir la incisién en las meninges con el
fin de que el tejido cierre completamente, facilitado por el material.

Dado que la evaluacién de la efectividad de este apdsito no fue parte de los alcances de este trabajo,
el apdsito fue colocado en todos los sujetos experimentales de LMESC a partir de los resultados
obtenidos en pruebas piloto en un ndmero reducido de animales. Sin embargo, es importante
demostrar la efectividad de este apdsito, compardndolo con la técnica estandar. Mediante el andlisis
del tejido por técnicas histoldgicas se podria corroborar que el material facilita el cierre de las
meninges sin producir adherencias, fibrosis o ingreso de agentes infecciosos a la ME.
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Anexos

Escala BBB para la evaluacion de la locomocién en ratas
Tabla 5. Escala de Basso, Beattie, Bresnahan: 21 puntos con definiciones operativas de categorias y atributos
para evaluar la locomocién de las ratas 2.

No se observan movimientos de las patas posteriores (PP)

Movimiento leve de una o dos articulaciones

Movimiento amplio de una articulacion o
Movimiento amplio de una articulaciéon y movimiento leve de otra

Movimiento amplio de dos articulaciones

Movimiento leve de las tres articulaciones de la PP

Movimiento leve de dos articulaciones y movimiento amplio de la tercera

Movimiento amplio de dos articulaciones y movimiento leve de la tercera

Movimiento amplio de las tres articulaciones de la PP

O|IN O U bW

Barrido sin soporte del peso corporal o
Posicionamiento plantar de la pata sin soporte del peso corporal

9 | Posicionamiento plantar de la pata con soporte del peso corporal en estacionario
Pasos dorsales con soporte del peso corporal ocasionales, frecuentes o consistentes, sin
apoyo de la planta

10 | Pasos plantares con soporte del peso corporal ocasionales, sin coordinacidon de patas
delanteras (PD) y PP

11 | Pasos plantares con soporte del peso corporal frecuentes a consistentes, sin coordinacion
de PDy PP

12 | Pasos plantares con soporte del peso corporal frecuentes a consistentes, con coordinacidn

ocasional de PD y PP

13 | Pasos plantares con soporte del peso corporal frecuentes a consistentes, con coordinacion
frecuente de PD y PP
14 | Pasos plantares con soporte del peso corporal consistentes, coordinacidn consistente de PD

y PP y posicidn de la pata es predominantemente rotada (interna o externa) cuando hace
contacto inicial con la superficie y antes de levantarla o

Pasos plantares frecuentes, coordinacion de PD y PP consistente y pasos dorsales
ocasionales

15 | Pasos plantares consistentes, coordinacién consistente de PD y PP sin separacion de los
dedos o separacion de dedos ocasional mientras avanza; la posicién de la pata es
predominantemente paralela al cuerpo al contacto inicial

16 | Pasos plantares consistentes, coordinacidn consistente de PD y PP, separacion de los dedos
frecuente mientras avanza; la posicidon de la pata es predominantemente paralela al cuerpo
al contacto inicial y rotada al levantarla

17 | Pasos plantares consistentes, coordinacidn consistente de PD y PP, separacion de los dedos
frecuente mientras avanza; la posicion de la pata es predominantemente paralela al cuerpo

al contacto inicial y al levantarla
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18 | Pasos plantares consistentes, coordinacidn consistente de PD y PP, separacion de los dedos
consistente mientras avanza; la posicion de la pata es predominantemente paralela al
cuerpo al contacto inicial y rotada al levantarla

19 | Pasos plantares consistentes, coordinacidén consistente de PD y PP, separacion de los dedos
consistente mientras avanza; la posicion de la pata es predominantemente paralela al
cuerpo al contacto inicial y al levantarla; la cola esta abajo parte o todo el tiempo

20 | Pasos plantares consistentes, coordinacion consistente de PD y PP, separacidn de los dedos
consistente; la posicién de la pata es predominantemente paralela al cuerpo al contacto
inicial y al levantarla; cola levantada consistentemente, inestabilidad del tronco

21 | Pasos plantares consistentes, coordinacion consistente de PD y PP, separacidn de los dedos
consistente; la posicidn de la pata es predominantemente paralela al cuerpo; cola levantada
consistentemente, estabilidad del tronco consistente
Ocasional <50%, Frecuente 51-94%, Consistente 95-100%.

Sin soporte del peso corporal: los musculos extensores de la pata trasera no se contraen durante el
posicionamiento plantar; o no hay elevacidon de los cuartos traseros.

Soporte del peso corporal: contracciéon de los musculos extensores de la pata trasera durante el
posicionamiento plantar, o elevacion de los cuartos traseros.

Barrido: movimiento ritmico de la pata trasera donde las tres articulaciones estan extendidas, luego
totalmente flexionadas y extendidas nuevamente; el animal estd usualmente recostado de lado, la
planta de la pata puede o no hacer contacto con el suelo; sin evidencia de soporte del peso por la
pata trasera.

Pisada plantar: la planta de la pata esta en contacto con el suelo con soporte del peso, luego la pata
avanza y se reestablece el contacto plantar con soporte del peso.

Pisada dorsal: el peso esta soportado por el dorso de la pata en algin punto de la pisada.

Coordinacion FL-HL: entre las patas frontales y traseras; implica que, para cada paso de la frontal,
realiza uno de la trasera y alternando.

Inestabilidad del tronco: cambios de peso laterales que causan balanceo de lado a lado al caminar
o un colapso parcial del tronco.

120



Parametros adicionales de las secuencias de RM
FOV: field of view (campo de visidn). Espacio fisico de adquisicién de las imagenes.

SNR: signal to noise ratio (relacidn sefial a ruido). Medida de la proporcidn de la potencia de la sefial
deseada respecto al ruido.

TE y TR: tiempo de eco y tiempo de repeticion. Tiempos que transcurren entre aplicaciones de pulsos
de RF.

Gap: espacio entre rebanadas.

SAR: specific absorption rate (tasa de absorcion especifica). Medida de la potencia del campo de
radiofrecuencia que se deposita en determinado tejido.

PNS: peripheral nerve stimulation (estimulacion de nervios periféricos). Efecto asociado a la
aplicacion de los gradientes.

T1W 3D TFE_ref: Secuencia Turbo Field Echo, ponderada en T1, 3D basada en coronal.

Coronal FH(freq) AP(phase) RL
Duracién 16:03min FOV 246 X 246 mmx 56 mm
SNR 1 Voxel 0.8 x 0.8 mmx 0.8 mm
TE 4.6 ms Matriz 384 x 384 X 140 cortes
TR 9.9 ms Gap -0.4mm

SAR 0.0 W/Kg NSA 7

PNS 48%

T2W_TSE: Turbo Spin Echo ponderada en T2.

Sagital FH(freq) AP(fase) RL
Duracién 10:06 min FOV 230 x 230 mmx 48 mm
SNR 1 Voxel 0.6 x 0.6 mmx 2mm

TE 80 ms Matriz 512 x 512 X 24 cortes
TR 3000 ms Gap Omm

SAR <0.1 W/Kg NSA 4

PNS 20%
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DTI high iso 32chS

Transversal FH(freq) AP(fase) RL
Duracién  13:40 min FOV 224 X 224 mmx 30 mm
SNR 0.99 Voxel 1.5 x 15 mmx 1.5 mm
TE 84 ms Matriz 160 x 160 X 20 cortes
TR 2521ms Gap Omm
SAR <0.1 W/Kg NSA 9

PNS 66%

PRESS: Secuencia Point-resolved spectroscopy

Transversal FH(freq) AP(fase) RL
Duracién  5:44 min FOV 5 x 5 mmx 5mm
NSA 32 Voxel 5 x 1 mmx 5mm
TE 144 ms

TR 2000 ms
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Preparacion de soluciones para perfusion e inmunofluorescencia

Esta técnica se realizé gracias a la colaboracién con la Dra. Yessica Heras y la Quim. Cristina Aranda,
en los laboratorios del departamento de Neuropatologia molecular del Instituto de Fisiologia Celular
- UNAM.

Materiales y reactivos

Reactivos Equipos Instrumental
1. Agua destilada/desionizada 1. Campana de extraccién 1. 2 moscas magnéticas
2. Fosfato de sodio monobasico 2. Refrigerador 4°C 2. Matraz aforado 1L
monohidratado (PB) 3. Agitador magnéticocon 3. Probetall
3. Fosfato de sodio dibasico parrilla de calor 4. Vasosvidriode 1L
heptahidratado o fosfato de 4. Bascula 5. Termdmetro
sodio dibasico anhidro (PB) 5. Microondas 6. Envases con tapa
PFA
Sacarosa
NaCl

Tiras reactivas pH (PFA)
Lentejas de NaOH (PFA)
. Tris base (TBS)

10. HCI (TBS)

11. PBS (inmuno)

L o N U~

Metodologia

PFA 4%
Preparacién 1 L PFA 4%

Pesar 40g PFA
Calentar 500 ml de agua destilada (60°C max.)
En la campana de extraccidn, agregar el PFA al agua y mezclar magnéticamente

P wnNe

Agregar un cuarto de lenteja de NaOH, e ir agregando poco a poco de ser necesario hasta que
la solucién se vuelva transparente. Es importante no exceder la cantidad para no aumentar el
pH.
5. Agregar 500ml PB 0.2M

Medir el pH con tiras reactivas, debe ser entre 7-8
7. Envasar, etiquetar y dejar a 4°C.

PB0.2M
Preparacion para 1L

1. Pesar 6.62g Fosfato de sodio mono basico (NaH,PO4 H20) y 40.72g Fosfato de sodio dibasico
heptahidratado (Na;HPO4¢7H,0) o 21.57g de fosfato de sodio dibasico anhidro.
Agregar las sales en 500ml de agua y agitar magnéticamente.
Una vez disueltas las sales, aforar a 1 litro con agua destilada.
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Solucion salina 0.9%

1.
2.
3.

Agregar 9g de NaCl en suficiente agua desionizada
Mezclar con agitacidn magnética
Aforaren 1L

Sacarosa 30%

Preparacidén Sacarosa 30% en PB 0.1M

HwnNe

TBS

Agregar 30g de sacarosa en 50ml de PB 0.1M en un vaso
Disolver con calor en agitacion magnética

Aforar a 100ml con PB 0.1M

Envasar, etiquetar y almacenar a 4°C

Preparacion de 1L de TBS 10x, pH 7.5

P wnNe

PBS

Disolver 24.2 g Tris base y 80 g NaCl en aproximadamente 800ml de agua desionizada
Ajustar el pH a 7.5 con HCI 1M

Aforar con agua desionizada a 1L

Almacenar a 4°C

Preparacion de 500 ml de PBS 10X:

1.

4.

Pesar 40g de NaCl, 1g de KCl, 7.2g de Na2HPO4, y 1.2g de KH2PO4, pasarlos a un vaso de
precipitados.

Agregar aprox. 400ml de agua desionizada y disolver las sales con agitacion magnética (y
calor si se desea acelerar).

Pasar la solucidn a un matraz volumétrico de 500 ml y llevar a la marca de aforo con agua
desionizada.

Transferir la solucién a un frasco limpio y debidamente etiquetado.

*Para obtener PBS 1X aforar 50 ml de PBS 10X a 500ml con agua desionizada.
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Perfusion trans cardiaca

Esta técnica se realizd gracias a la colaboracion y asesoria de la Dra. Yessica Heras y la infraestructura
de los laboratorios del departamento de Neuropatologia molecular del Instituto de Fisiologia Celular
- UNAM.

Materiales
Reactivos Equipos
1. PFA 4% frio 1. Bomba peristdltica
2. Sacarosa al 30% 2. Refrigerador 4°C

3. Solucidn salina NaCl 0.9% fria

Instrumental Insumos
1. Tarja con agua corriente 1. Hielo
2. Rejilla para colocar animales 2. Tubos Falcon de 50ml con 10 ml de PFA 4% frio
3. Instrumental quirurgico: 3. Parafilm

a. Tijeras 4. Guantes de nitrilo

b. Pinzas 5. Jeringas de 1ml

c. Alicatas 6. Anestésico pentobarbital

7. Recipiente y envase para desecho quimico (PFA)
Metodologia

Las soluciones preparadas un dia antes se colocan junto a la bomba peristaltica en un contenedor
con hielo para mantenerlas frias (Figura 71). Las mangueras de la bomba se conectan a un par de
agujas en un extremo, y el otro se introduce en las soluciones. Antes de iniciar la perfusion, las
mangueras se purgan para eliminar el aire y se dejan preparadas junto al espacio donde se ubicara
el animal.

Los animales son anestesiados con 1ml de pentobarbital. Una vez que el animal no responde a
ningun estimulo y se asegura la anestesia profunda, el animal se coloca sobre la rejilla ubicada sobre
la tarja. Utilizando instrumental quirurgico, se accede a la cavidad toracica. El corazdn se sujeta firme
pero suavemente para insertar la aguja conectada a la solucién de NaCl 0.9% al ventriculo izquierdo,
en el apice del corazén. Rapidamente, se corta la auricula derecha para permitir el flujo de la sangre
fuera del animal. Una vez perfundidos los 250 ml de NaCl 0.9%, se inserta la manguera con PFA. El
desecho con PFA se debe recoger en un recipiente especifico etiquetado como desecho tdéxico, este
fluido no se debe desechar a las tuberias.

Una vez fijados los tejidos, se extrae la médula cuidadosamente, para evitar artefactos en la
evaluacidn posterior. Se encontrd que debido a la lesidn la ME presentd adherencias en el sitio de
la lesidn, por lo que la extraccidn con flujo a presién no fue viable. En este caso se recomienda
utilizar instrumental quirdrgico de precisién para separar cuidadosamente la ME del canal vertebral.
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Los tejidos extraidos se almacenan en recipientes con PFA a 4°C durante 24h. Posteriormente, se
cambian a sacarosa al 30% y se cambian de sacarosa tras 48h. Los tejidos se cambian a PB para su
corte longitudinal y tincidn.

i
Recoleccidn

del tejido

¥

Fijacion en PFA
4

‘ Cambio a sacarosa ’

¥
Cambio a PB

A 4
Corte

) 4

Tincion

Figura 71. Perfusion trans cardiaca y extraccién de muestras para andlisis histoldgico.
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Inmunofluorescencia

Esta técnica se realizé gracias a la colaboracién y asesoria de la Dra. Yessica Heras y la Quim. Cristina

Aranda, en los laboratorios del departamento de Neuropatologia molecular del Instituto de

Fisiologia Celular - UNAM.

Una vez que se tienen los cortes de la médula, el proceso para la inmunofluorescencia se lleva a

cabo en dos dias.

Materiales y reactivos

Reactivos

e PBO.1M
e TBS

e Tritdn

e Albumina

o DAPI

e Anticuerpos primarios y secundarios
e PBS

e Extran

e Agua destilada

Metodologia

Dia 1: Aplicaciéon del anticuerpo primario.

Materiales Equipos
e (Cajas de 24 pozos e Balancin
e Pipetas plasticas e Cuarto frio (4°C)
e Cubreobjetos
e Portaobjetos
adecuados

Pinceles suaves
Gancho fino de vidrio

1. Hidratar los cortes en PB 0.1M (10 min).

2. Lavarcon TBS Tritén 0.5% (TBSTn) 3 veces por
10 min cada lavado.

3. Bloguear® con albumina 5% en TBSTn por 30
min en agitacion lenta (balancin).

4. Aplicar el anticuerpo primario 1:300 (en la

solucion de albumina) y se deja en agitacion
leve (balancin) a 4°C toda la noche a 24 h.

3 El bloqueo con albumina de suero bovino (BSA), consiste en bloquear todos los sitios de unién no

especificos en la muestra de tejido que podrian unirse a los anticuerpos utilizados en la

inmunofluorescencia, para evitar la reaccién de los anticuerpos con otra estructura que no es el

antigeno de interés que puedan presentarse por factores como pueden ser la interaccidn entre

cargas o absorcién inespecifica.
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Dia 2: Aplicaciéon del anticuerpo secundario y montaje.

1. Lavar con TBS Tritdn 0.5% (TBSTn) 3 veces por 10
min cada lavado.

2. Aplicar el anticuerpo secundario 1:300 en TBSTn
en oscuridad, tapar con papel aluminio e incubar 2
horas a temperatura ambiente en agitacidn lenta
(balancin). Mientras tanto, lavar los cubreobjetos

con extran y agua destilada.
3. Lavar con TBSTn 3 veces por 10 min cada lavado.

4. Colocar 300 pl de DAPI (1:10,000) en PBS 1x (por D
pozo) por 10 min a temperatura ambiente, en :

oscuridad.

5. Lavar 2 veces en PBS por 5 min cada lavado y 7
pasar a PBS fresco para el montaje.

6. Aplicar 100 pl de PBS sobre el portaobjetos.

7. Extender el corte dentro del pozo y pasarlo al

portaobjetos, dejandolo extendido (hacerlo
delicadamente con pinceles suaves).

8. Colocar una tira de DAKO con una pipeta a lo
largo del portaobjetos.

9. Colocar el borde del cubreobjetos sobre el DAKO
y dejarlo caer lentamente, de modo que cubra /
los cortes sin generar burbujas.

10. Dejar los cubreobjetos con las muestras toda la noche en oscuridad a temperatura
ambiente.

11. Pasar las muestras montadas a 4°C en un recipiente cerrado y que no permita el paso de
luz a las muestras.

Publicaciones

128



2021 43rd Annual International Conference of the IEEE Engineering in Medicine & Biology Society (EMBC) | 978-1-7281-1179-7/21/$31.00 ©2021 IEEE | DOI: 10.1109/EMBC46164.2021.9630447

2021 43rd Annual International Conference of the
IEEE Engineering in Medicine & Biology Society (EMBC)
Oct 31 - Nov 4, 2021. Virtual Conference

Pyrrole Plasma Polymer-Coated Fibrillar Scaffold Implant: Pilot
Study in Rat Spinal Cord Transection with MRI

Diana M. Osorio-Londoiio, Gloria S. Sanchez-Morales, Gustavo Garcia-Garcia, Axayacatl Morales-
Guadarrama, Roberto Olayo-Gonzalez.

Abstract— Despite extensive research on spinal cord injury
(SCI) therapies for the recovery of motor, sensory and
autonomic function, currently there are no effective treatments
to completely restore tissue structure and function. In this work,
a polylactic acid (PLA) fibrillar scaffold coated with pyrrole
plasma polymer doped with iodine (pPPy/I), was studied as
therapeutic strategy in a SCI transection model. Magnetic
resonance imaging (MRI) was used to evaluate tissue response to
the implant. Behavioral analysis using the BBB open-field testing
was conducted to evaluate functional response. MRI analysis
showed the SCI model completely disrupted tissue continuity,
and diffusion indices were altered at the injury site. The animals
had completely paralyzed hindlimbs and bladder control loss
after injury. After 8 weeks of treatment, in contrast to control
and PLA-implanted animals, PLA+pPPy/I-implanted animal
had regained bladder control autonomy and frequent to
consistent weight supported plantar steps and occasional
coordination between forelimbs and hindlimbs. These results
suggest fibrillar scaffolds coated with pPPy/I constitute a
promising therapy for SCI.

I. INTRODUCTION

Spinal cord injury (SCI) severely affects motor, sensory
and autonomic function, and is associated to the disconnection
of neural circuits and failure of neural tissue regeneration.
After a SCI, complex processes take place at the injury
epicenter, including hemorrhage, inflammation, ischemia and
reactive glia migration, resulting in the formation of a glial scar
at chronic stages [1]. Recent studies have demonstrated that a
combinatorial strategy including biomaterials, stem cells,
rehabilitation and stimulation, improves functional and
histoarchitectural outcomes [2].

Neural tissue engineering as a strategy for nervous tissue
reconstitution and ultimately functional recovery, comprises
the use of biocompatible materials designed to structurally
mimic the nervous tissue environment to promote cell
adhesion, migration, differentiation, and survival [3]. Fibrillar
scaffolds constitute a platform with a porous microstructure
that promotes cell and nutrient migration, fabricated with
biomaterials which facilitate cell-surface interactions to
promote tissue-sparing and regeneration [4].

Plasma synthesized polypyrrole doped with iodine
(pPPy/]) is a biocompatible material which has been studied as
an implant, in the form of particles in suspension in contusion
SCI models, and as tablets in transection models [5]-[9].
These studies demonstrated the pPPy/I implant results in
motor recovery and neuroprotection of the spinal cord at the
injury site, reducing inflammation and lesion effects, and

Authors are with the Metropolitan Autonomous University, México City,
México (e-mail: oagr@ xanum.uam.mx).

maintaining histoarchitecture. Although contusion may better
model the most common injuries documented at the clinic
level, transection models are eligible in regeneration studies
since this model completely disrupts tissue continuity and
differences between spared and neo-tissue can be clearly stated
[10].

In this work, polylactic acid (PLA) was electrospun to
fabricate porous fibrillar scaffolds which were coated with
pPPy/1 (PLA+pPPy/l) as a combined treatment strategy in a
SCI transection model, adding an architectural component to
pPPy/L.

II. MATERIALS AND METHODS

A. Implant fabrication

Scaffolds were prepared by electrospinning a 15% v/v
solution of PLA (Ingeo 3251D) in chloroform and
dimethylformamide (9:1), using a 20kV electric field between
a 0.6 mm internal diameter stainless-steel needle and a
grounded collector plate. The distance between the plate and
the needle was adjusted to 22 cm. PLA solution was pumped
at a 2ml/h flow rate through the needle. The scaffold was then
maintained in a vacuum oven for 4 days for residual solvent
evaporation.

Implants were prepared by cutting a 4x3 mm section of
scaffold, folded twice, and coated with pyrrole plasma
polymer doped with iodine (pPPy/I) synthesized in a glass
reactor as described previously [11]. Briefly, the PLA implants
were fixed to the reactor between stainless steel electrodes
connected to a 13.5 MHz RF generator, placed 10 cm apart.
The plasma polymer synthesis was conducted for 30 minutes
at 1+0.1 Torr, 30W. Resulting implant constructs are shown in
Fig. 1.

B. Surgical procedure

PLA and PLA+pPPy/I implants were sterilized under UV
radiation for 30 minutes before implantation. Animal handling
procedures were consistent with national and international
regulations. Adult female Wistar rats (N=3) were anesthetized
with a 0.1ml IM injection of xylazine before a 0.04 ml IP
injection of Zoletil 50. The spinal cord was transected with
micro scissors after laminectomy at T9 level and a longitudinal
incision of the meninges. Implants were adjusted to 3x3mm
sections and placed between the severed segments of the spinal
cord. The rat used as control received no implant. A 5x3mm
patch of a single sheet of electrospun PLA coated with pPPy/I
was placed over the incision of the meninges of all the animals.
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Figure 1. Fabricated costructs. For surgical implantation, the constructs
were adjusted to a 3x3x1mm rectangular shape implants. A) PLA implants,
B) PLA+pPPy/I implants, C) PLA+pPPy/I patches for meninges incision
repair.

Finally, muscles and skin were sutured in layers, and the
animals received postoperative care.

C. Implant assessment

The 2nd and 4th week of treatment, structural development
of the injury site was evaluated with Magnetic Resonance
Imaging (MRI), using a 3T Philips Achieva MR system,
coupled to a neurovascular array coil. T1-weighted, T2-
weighted, and diffusion tensor (DTI) sequences were
performed and analyzed in Weasis Medical Viewer 3.6.2 to
assess structural changes in neural tissue.

DTI and tractography analysis were conducted in DSI
Studio [12]. A total of 32 diffusion sampling directions were
acquired to calculate the DTI, with a b-value of 800 s/mm?.
Resulting in-plane resolution was 1.4 mm and slice thickness
was 1.5 mm. The diffusion tensor was calculated and a
deterministic fiber tracking algorithm was used to estimate
axon fibers trajectories along regions placed over the spinal
cord [12]. Using thoracic intact fibers (craniocaudal blue-color
coded) as reference, the injury site was identified and 3
adjacent regions in rostral and caudal direction studied for
tract-tracing. The anisotropy and angular thresholds were 0.2.
and 20 degrees, respectively. The step size was 0.2 mm. The
fiber trajectories were smoothed by averaging the propagation
direction with 50% of the previous direction. Tracks with
length shorter than 1 or longer than 300 mm were discarded.
A total of 5000 tracts were calculated.

Motor recovery was assessed with the BBB rating scale in
an open-field environment before injury and weekly up to 8
weeks of treatment [13]. A total of 4 minutes of free movement
were recorded and analyzed each session.

III. RESULTS AND DISCUSSION

MRI on the 2™ week post-surgery showed SCI procedure
resulted in the complete transection of the tissue, and a visible
gap of 0.6 - 0.9 mm between stumps, as shown in Fig. 2. In
contrast to contusion SCI models, in which possible remaining
tracts may survive primary damage, transection models
eliminate any connection between the brain and the spinal cord
below injury site, thus preventing transmission of any
bioelectrical and biochemical signals, leading to motor and
sensory loss [14].

Fractional anisotropy (FA), mean diffusivity (MD) and
tract-tracing (tractography) from regions adjacent to and at
injury site of the of the control, PLA- and PLA+pPPy/I-

Rostral

Caudal

PLA+pPPy/I

Figure 2.  MRI analysis on the 2™ week. T2W (control and PLA) and
T1W (PLA+pPPy/I) sagittal view images showing the injury site.
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Figure 3. Tractography and DTI indices FA and MD of control animal at
week 2 and 4 (mean+SD). C = caudal direction, EC = epicenter of the lesion,
R =rostral direction.
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implanted animal at week 2 and 4 (mean+SD). C = caudal direction, EC =
epicenter of the lesion, R = rostral direction.

implanted animals are shown in Figures 3, 4 and 5,
respectively. FA reflects structure directionality of the tissue,
FA=0 isotropic diffusion and FA=1, anisotropic diffusion. MD
(equivalent to apparent diffusion coefficient, ADC), reflects
the average diffusivity. High MD values reflect isotropic
diffusivity, which is associated to inflammation, cysts, and
loss of fiber structure in general [14].

Since effective signal transmission through the spinal cord
from the brain to peripheral nerves is associated to integrity of
white matter tracts and myelinated fibers, spinal cord should
display high FA values and low MD values [14].

As shown in Fig. 3, low values of FA and high MD values
suggest inflammation, hemorrhage, or cerebrospinal fluid
(CSF) leak at the caudal side of the injury site due to the
transection procedure [15]. These values have an opposite
trend at the rostral side, due to the tissue being mainly
anisotropic toward cervical regions. At the 4" week, FA values
at the rostral side show a decrease with respect to the 2™ week,
suggesting retrograde tissue loss, possibly necrosis and cyst
formation at and adjacent to the injury site. These results are
in accordance with MD values, tractography and T2W images,
where hyperintense caudal regions are related to FA and MD
values.

In contrast, Figures 4 and 5 show that PLA- and
PLA+pPPy/l-implanted animals presented lower levels of
inflammation, but a clear loss of structure due to transection
and implant, which casts no diffusion signal. No significant
changes in FA or MD values were identified from week 2 to
week 4.

Locomotion test results are shown in Fig. 6. After injury,
all animals displayed a complete lack of movement of the
hindlimbs, and bladder dysfunction. Throughout the 8 weeks
of study, control and PLA-implanted animals showed
minimal joint movement, whereas the PLA+pPPy/I-
implanted regained autonomous bladder control after the
second week of treatment, accompanied by a score of 7
(extensive movement of hips, knees, and ankles). By the 8th

21 4
—s— Control

—s—PLA
—a— PLA+pPPyl

BBB Score

Week

Figure 6. BBB open-field locomotion test results. Control and PLA-
implanted animals achieved movement of one or two joints (hip and knee).
PLA-implanted rat showed slight movement of the ankles at the 7th week.
PLA+pPPy/I-implanted rat achieved a score of 7 at the 2" week (extensive
movement of hips, knees, and ankles). By 8th week it scored 12 (frequent to
consistent weight supported plantar steps and occasional coordination
between forelimbs and hindlimbs).
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week it scored 12 (frequent to consistent weight supported
plantar steps and occasional coordination between forelimbs
and hindlimbs).

MRI anatomical images at the 4th week, are shown in Fig.
7, where control and PLA-implanted animals still display a
clear gap between stumps and a slight reduction in tissue
diameter at the lesion epicenter. In contrast, PLA+pPPy/I-
implanted animal shows no retraction at the injury epicenter,
suggesting that the implant provided neuroprotection and
prevented further tissue damage, by the use of pPPy/I. In
addition, two possibilities may further explain the functional
recovery of the PLA+pPPy/I-implanted animal: a) the implant
provided a bridge between the spinal cord stumps, which may
be promoting connection through the injury site, facilitated by
the pPPy/I coating; b) regenerating axons supported by the
implant may be present but are not yet visible with the
imaging techniques used in this work.

In any case, further evaluation of the tissue at the injury site
is required, providing higher resolution of histoarchitecture,
along with more experiments to draw conclusions. In addition
to MRI studies, these experiments should include histology of
the injury site and the use of biomarkers to search for spared
tissue, neurite elongation through the scaffold, glial cell
infiltration and colocalization with neural tissue [5], [16].

IV. CONCLUSION
A fibrillar scaffold coated with pPPy/I was implanted as a
treatment strategy for a spinal cord transection injury model.
Although it is necessary for more experiments and for a larger

Rostral Caudal

PLA Control

PLA+pPPy/I

Figure 7. T2W images at week 4, showing the injury site with persistent
disconnection of the spinal cord stumps in control and PLA-implanted
animals. PLA+pPPy/I-implanted animal showing no tissue retraction at the
injury site.

number of animal subjects, preliminary results presented in
this paper show that the implant design and materials are a
promising treatment strategy for the spinal cord injury as
severe as the transection model. These preliminary results
show that the PLA+pPPy/I implant promoted a notable
improvement of the motor function and the recovery of
autonomous bladder control after the second week.
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Abstract: Promising strategies for neural tissue engineering are based on the use of three-dimensional
substrates for cell anchorage and tissue development. In this work, fibrillar scaffolds composed of
electrospun randomly- and aligned-oriented fibers coated with plasma synthesized pyrrole poly-
mer, doped and undoped with iodine, were fabricated and characterized. Infrared spectroscopy,
thermogravimetric analysis, and X-ray diffraction analysis revealed the functional groups and molec-
ular integration of each scaffold, as well as the effect of plasma polymer synthesis on crystallinity.
Scanning microscopy imaging demonstrated the porous fibrillar micrometric structure of the scaf-
folds, which afforded adhesion, infiltration, and survival for the neural cells. Orientation analysis
of electron microscope images confirmed the elongation of neurite-like cell structures elicited by
undoped plasma pyrrole polymer-coated aligned scaffolds, without any biochemical stimuli. The
MTT colorimetric assay validated the biocompatibility of the fabricated composite materials, and
further evidenced plasma pyrrole polymer-coated aligned scaffolds as permissive substrates for the
support of neural cells. These results suggest plasma synthesized pyrrole polymer-coated aligned
scaffolds are promising materials for tissue engineering applications.

Keywords: plasma polymerization; pyrrole; electrospun scaffolds; 3D cell culture

1. Introduction

The nervous system, composed of the peripheral and central nervous systems, has
limited self-regenerative capacity. The field of tissue engineering has made efforts to pro-
vide strategies to restore tissue structure and functionality. Biomimetic scaffolds have been
designed as a strategy towards tissue regeneration, as the resultant neotissue may integrate
to the host with the optimal structure for functional restoration and without rejection from
the immune system. Since nerve tissue has a complex and organized structure, scaffolds
comprising aligned structures for glia and neuron adhesion and migration are often used
for the repair and regeneration of the nervous system [1,2].

Electrospinning is a versatile technique for the fabrication of fibrillar scaffolds [3].
Based on a relatively simple setup, nano- and micrometric fibers are prepared by elec-
trospinning, having the capacity to support adhesion, differentiation, proliferation, and
migration of cells towards nerve tissue regeneration [4]. Fibers prepared by electrospin-
ning and its variations, such as solution blowing [5], needleless electrospinning [6,7], and
in situ electrospinning [8] (among others [3,9]) have a high surface to volume ratio and
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endow scaffolds with pores as the fibers are deposited on the collector, which allow for cell
infiltration to the scaffolds’ inner fibers [4].

The use of biodegradable and biocompatible materials is often sought for in tissue
engineering, as these materials are metabolized by the host once neotissue has formed.
Polylactic acid (PLA), polycaprolactone (PCL), collagen, and laminin are some exam-
ples of materials used for scaffolds in tissue engineering [4,10,11]. In particular, PLA
is a biodegradable polymer which has ease of use with different fabrication techniques
(like electrospinning and 3D printing) and has been used in many biomedical applica-
tions [12-18]. However, the interaction of PLA with biological medium is limited due
to its hydrophobicity and restrictive surface for cell adhesion [15,19]. Hydrophilicity is
an important property of tissue engineering scaffolds in general, as it promotes suitable
interactions with culture media and tissues in vivo. Various techniques are used to enhance
the hydrophilicity of scaffolds, such as plasma treatment [15,20], polymer blends [3,16] and
hydrophilic material grafting [19,21], to name a few. Hence, PLA is usually complemented
with other materials in order to increase tissue response.

Conducting polymers are appealing candidates in neural tissue engineering for their
electrical properties, since neurons, as excitable cells, respond to electrical stimuli. Nev-
ertheless, limitations of conductive materials include nondegradability, inappropriate
mechanical properties, and their potential cytotoxicity and immunogenicity, associated
with the oxidant agents used in their synthesis process [22-25]. These challenges are usually
addressed by combining conductive polymers with suitable materials to form biocompati-
ble composites while maintaining the electrical properties, such as natural polymers [22,26],
hydrogels [25,27], and biodegradable polymers [11,28], among others.

Biomaterials are used as a platforms for cell support in neural tissue engineering for the
treatment of traumatic and nontraumatic disease [29]. Plasma synthetized pyrrole polymer
has been studied doped (pPPy/I) and undoped (pPPy) with iodine for its interactions
with biological tissue, such as bone tissue [30,31], cartilage [32], pancreatic cells [33],
fibroblasts [34], and neurons [35]. Moreover, pPPy/I has been thoroughly studied for
its potential to protect neural tissue after damage [36-42]. PPPy/I has been studied as
an implant in rats for the treatment of contusion and transection models of spinal cord
injury (SCI), providing functional and histoarchitectural recovery for the animals after its
implant. In contusion models, pPPy/I has been implanted as particles of the polymer in
suspension through an injection at the injury site [36-39]. In transection models of SCI,
pPPy /I has been implanted as a tablet at the transection site [40-42], yet other forms of
implant as a treatment for traumatic and nontraumatic disease in the nervous system
remain unexplored.

Plasma polymerization is a synthesis method for the fabrication of polymer films
without any chemical oxidant compounds [43,44]. Plasma pyrrole polymers differ from
chemically and electrochemically synthesized polypyrroles; the first consists of networked
crosslinked structures, whereas the latter have a linear molecular structure. These charac-
teristics endow plasma pyrrole polymers with appealing properties for tissue engineering
applications [45]. As a result of the complex molecular structure of plasma pyrrole poly-
mers, their electrical properties differ from chemically and electrochemically synthesized
polypyrroles [43,46].

As reported by Cruz et al., the electric conductivity of the plasma pyrrole polymer
(pPPy) varies between 10~ to 1072 S/cm. When the relative humidity (RH) of the samples
increases to 90%, the conductivity increases by three orders of magnitude. A plasma pyrrole
polymer doped with iodine (pPPy /1) exhibited conductivity around 10~'° S/cm in 30%
RH and increased to 107% S/cm in 90% RH. Furthermore, in 92% RH the conductivity
increased to 1072 S/cm, and thus pPPy /I may be considered as a semiconductor [44].

In the present study, we designed, fabricated, and characterized electrospun scaffolds
based on PLA (randomly- and aligned-oriented) coated with pPPy and pPPy/I to test their
viability for neural tissue engineering applications.
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2. Materials and Methods
2.1. Fabrication of Fibrous Composite Scaffolds
2.1.1. Electrospinning

A solution of PLA (15% w/v) was prepared by dissolving PLA (Ingeo 3251D, Min-
netonka, MN, USA) pellets in chloroform (J. T. Baker, Avantor Performance Materials,
Inc., Radnor, PA, USA) and dimethylformamide (DME, J. T. Baker, Avantor Performance
Materials, Inc., PA, USA), using a ratio of 9:1. The pellets were dissolved overnight in the
chloroform portion at room temperature, and the DMF was added before the electrospin-
ning process, once the pellets were dissolved. The complete solution was homogenized
using a vortex for 1 minute. The PLA solution was electrospun through a 0.6 mm internal
diameter stainless steel needle and a flow rate of 2 mL/h in a TL Electrospinning and
Spray Unit (TL-01 TONG LI TECH, Shenzhen, China). A high voltage power supply was
used to generate an electric field of 20 kV between a collector and the needle, which were
placed 22 cm apart. Aligned-fibrillar scaffolds were fabricated using a drum collector
(D =76 mm, L = 235 mm) at 2500 rpm. Random-fiber scaffolds were obtained using a plate
collector. Finally, the scaffolds were dried in a vacuum oven for 4 days to remove any
residual solvent.

2.1.2. Pyrrole Plasma Polymer Coating

PLA scaffolds were coated with plasma synthetized pyrrole polymer in a reactor as
described previously [44,47]. Briefly, the scaffolds were fixed to the center of a glass cylinder,
closed at both sides with stainless steel flanges coupled to electrodes fixed 10 cm apart, as
shown in Figure 1. Using a vacuum pump, a pressure of 1 & 0.1 Torr was maintained inside
the reactor chamber. The glow discharges were initiated between the electrodes connected
to a radiofrequency generator (Dressler Cesar 136, China) of 13.5 MHz at 30 W. Pyrrole (Py)
and iodine (I) from Sigma-Aldrich vapors were supplied into the reactor chamber through
connectors coupled to vessels containing the monomer and dopant. The synthesis was
carried out for 30 min. For pPPy-I coating, pyrrole was kept constant while the iodine was
supplied for 4 min after 6 min of pyrrole supply, as shown in Figure 1b. For pPPy coating,
only Py was supplied into the chamber. Once the synthesis was completed, samples were
extracted carefully from the reactor for characterization. Resulting samples are shown in
Figure 1c.

c B‘w l;f‘

Figure 1. Pyrrole plasma polymer synthesis. Reactor chamber containing electrospun samples (a);
monomer/dopant supply scheme (b) and resulting coated scaffolds (c).

2.2. Characterization of the Scaffolds
2.2.1. Physicochemical Characterization

Physicochemical characterization was conducted by infrared spectroscopy, coupled
to an attenuated total reflectance accessory (IR-ATR) in a Spectrum GX System (Perkin
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Elmer-DuraSamplIR II, USA), 16 scans were taken in a range of 650-4000 cm~!. Thermo-
gravimetric analysis was performed in a PerkinElmer Pyris 1 TGA system, in a nitrogen
atmosphere at 20.0 mL/min flowrate. A heating ramp from 30.00 °C to 600.00 °C at
10.00 °C/min was used.

Crystallinity of the scaffolds was tested by X-ray diffractometry in a BRUKER D8
ADVANCE ECO X-ray diffractometer. The degree of crystallinity was calculated using
the ratio of the area under the peaks to the total area (At) under the XRD pattern [48,49],
which is the sum of the crystalline diffraction peak area (Ac) and the amorphous diffraction
component (Aa) of the pattern (At = Ac + Aa).

Differential scanning calorimetry (DSC) tests were carried out in a TA Instruments
DSC-2920 system. Between 6—-8 mg of each sample were scanned at a rate of 10 °C/min,
using a heating/cooling /heating program, from 30 to 230 °C. The first heating was used to
erase the thermal history, and the thermal properties were obtained from the second heating.

The wettability of the fabricated scaffolds was evaluated by measuring the contact
angle of a 20 uL drop of distilled water on each sample (1 = 6).

2.2.2. Morphology and Microstructure

SEM images of the as-fabricated scaffolds were obtained in a Jeol JSM-7600F scanning
electron microscope. Diameter distributions of the fibers were determined taking 200 mea-
surements per scaffold from three different frames, using Image]J/Fiji (NIH, Bethesda,
Rockville, MD, USA).

Apparent porosity and pore dimensions were studied at the bidimensional projection
from the SEM images using Image]J /Fiji (NIH, Bethesda, Rockville, MD, USA). At least
three different frames were analyzed, first by applying a contrast-based threshold where
the darkest areas correspond to the pore spaces and then the particle analysis plugin. By
this process, the bidimensional pore space is obtained as shown in Figure 2.

Figure 2. SEM images processed for bidimensional pore space segmentation. Representative images
of rPLA scaffold, in (a) original image, (b) applied threshold, (c) detected pores.

2.2.3. Biological Characterization

Three dimensional cultures were conducted using the NG108-15 cell line (ATCC,
HB-12317™). The NG108-15 cell line is a hybrid somatic cell type, which express properties
observed in neurons and thus is used as a neuron model to study the nervous system
processes such as memory, synapse, differentiation, intercellular communication, neu-
ron membranes, trophic behavior, cellular movement, drugs, and biomaterials, among
others [50-53].

The cells were cultured in standard conditions as previously reported [54]. Briefly, 10%
(v/v) fetal bovine serum (FBS), 2% (v/v) HAT, and 1% (v/v) penicillin and streptomycin
(100 units/mL) in DMEM were used as culture media. Cells were thawed, cultured until
confluency, detached mechanically via pipetting, and counted in a hemocytometer. Cells
were cultured onto the scaffolds, previously UV-sterilized, conducting a microculture
method. A drop of counted cells solution was carefully deposited on each scaffold and
incubated for 2 h. Culture media was then completed until the scaffolds were entirely
covered. Cell cultures were maintained in a humidified atmosphere incubator at 37 °C (5%
CO,/95% air).
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For scanning microscopy imaging, 2 x 10* cells were cultured on each scaffold and
maintained for 15 days in standard conditions. As previously reported [54], samples were
then fixed in 3.5% glutaraldehyde in 0.1 M PB at 4 °C, washed with 7.4 pH PB at 4 °C,
postfixed in OsOy, dehydrated by immersion in ascending concentrations of ethanol in
water (30-100%), and critical-point dried. Samples were mounted on SEM holders using
conductive carbon tape and graphite paint, coated with gold, and visualized in a JEOL JSM-
5900LV scanning electron microscope. Cell morphology and orientation of cell structures
analysis was conducted in Image]J /Fiji (NIH, Bethesda, MD, USA), with the Orientation]
plugin [55,56].

For cell viability studies, 1.65 x 10* cells were cultured on each scaffold (1 = 6) and
maintained for 5 days. As reported previously [54], samples and controls (scaffolds without
cells) were then transferred to a 96-well microplate, washed in PBS, and 0.5 mg/mL MTT
(Sigma, St. Louis, MO, USA, M 5655) in PBS solution was added. After incubating for 2 h,
DMSO (Sigma) was added and left at room temperature for 2 h in the dark. Absorbance
from samples and controls was recorded in an Epoch Microplate Spectrophotometer at
580 nm and 720 nm as reference. Measurement of metabolic activity of cells on each scaffold
was obtained by subtracting the absorbance at 720 nm from the corresponding absorbance
at 580 nm. Since viable cells reduce MTT through metabolic activity, the absorption from
dissolved MTT reduction product, which is proportional to the number of viable cells [57],
was used to estimate cell viability.

2.2.4. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed in RStudio [58] and GraphPad Prism 9. Shapiro—
Wilk Normality test and Kolmogorov-Smirnov test were used to explore the data. For
normal data sets, ANOVA, and a Tukey HSD posthoc tests were conducted to compare
the scaffolds. To compare nonnormal data, Kruskal-Wallis Rank Sum test and Dunn’s
Kruskal-Wallis Multiple Comparisons posthoc test were used.

3. Results and Discussion
3.1. Physicochemical Characterization

Six types of scaffolds were fabricated and characterized: randomly oriented PLA
(rPLA), aligned PLA (aPLA), pyrrole plasma polymer-coated scaffolds, random and aligned
(rPLA+pPPy and aPLA+pPPy, respectively), and pyrrole plasma polymer doped with
iodine-coated scaffolds (rPLA+pPPy/I and aPLA+pPPy/I).

Functional groups and chemical bonds present on the molecular structure of the
fibers were studied by IR-ATR. PLA, PLA+pPPy and PLA+pPPy /I spectra are shown in
Figure 3. In PLA, the 3000-2500 cm ™, 1740-1760 cm ™!, 1180 cm ™!, and 1250-1050 cm !
characteristic group of bands, correspond to esters (—COOH), the carbonyl group (C = O),
C — 0O, and C — O — C respective bonds of the polymer backbone [59,60].

In contrast, PLA+pPPy spectrum shows the 3300-3400 cm ! stretching vibration
bands of primary and secondary amines (—NH,, —NH); 2960-2850 cm ! bands character-
istic of aliphatic carbons, 2260-2200 cm ™! triple bonds (C = N and C = C), 1660-1480 cm !
—C = C— bonds and 730-675 cm~! alkenes, formed from broken rings, branching, and
crosslinking during the plasma synthesis. The 1250~1315 cm ! band is probably due to
the interaction of the material with air. PLA+PPyl spectrum shows the same characteristic
bands of the pyrrole plasma polymer, with less transmittance, suggesting less pPPy/I
deposit than pPPy on the PLA fibers.

As shown by the TG analysis, PLA scaffold decomposition occurs in a single step,
the material losses 97% of its mass between 275 °C and 370 °C (Figure 4). Coated scaffold
decompositions display a 3-step process, as shown in DTG plots (Figure 4). In pPPy-coated
scaffolds, a gradual mass loss begins from 155 °C and continues until the temperature
reaches 290 °C. At this point, 12% of the initial mass is lost from the sample. Between
290 °C-395 °C, a 41% of mass loss takes place. Thereafter, it continues to decompose
in the same gradual manner as the initial step. PPPy/I-coated scaffolds display a 17%
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mass loss between 217 °C and 290 °C, as clearly shown by DTG plots (Figure 4). This can
be attributed to the loss of ionic iodine, not bonded covalently to the pyrrole polymer,
but rather immersed in the crosslinked plasma polymerized structure [61]. Between
320 °C and 427 °C occurs the 55% mass loss of the sample. Gradual decomposition of the
pyrrole polymer chains continues after 600 °C. This behavior suggests that the coating
pyrrole plasma polymer starts degrading first, shifts the core PLA degradation to a higher
temperature, and continues to degrade gradually thereafter, affording the fibers a higher
thermal stability [34,44,62].

PLA+pPPYyI/l

PLA+pPPy

Transmittance (a.u.)

PLA

1 ' 1 4 1 ' 1 T 1 ' 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wave number (cm™)

Figure 3. IR-ATR spectra for PLA, PLA+pPPy, and PLA+pPPy/I.

—s—PLA
——PLA+pPPy
—e—PLA+pPPy/l

80

60 4

Mass (%)

40

204

DTG (a. u.)

T T T
100 200 300 400 500 600
Temperature (°C)

Figure 4. TG-DTG plots of PLA, PLA+pPPy, and PLA+pPPy/I. Thermogravimetric plots (top) and
derivative thermogravimetry plots (DTG, bottom).
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XRD patterns of uncoated scaffolds display an amorphous structure in both randomly
and aligned- oriented fibers (Figure 5). Coated scaffolds depict two diffraction peaks (a
sharp one at 16.7° and at 19° one with less intensity), shown by the pPPy/I-coated scaffolds
and aligned pPPy-coated scaffold, which correspond to (200)/(110) and (203) planes of
PLA in its a-form [63—65]. As the process of plasma polymerization produces a crosslinked
and branched structure, the patterns suggest the crystallization of PLA chains.

- aPLA+pPPyIl
=
s
2 J rPLA+pPPy!/I
3 ﬁ
(@] ‘\
[ aPLA+pPPy
T s rPLA+pPPy
e aPLA
e rPLA
I ' I i I i I ! I ! I i
10 20 30 40 50 60 70

20

Figure 5. X-ray diffraction patterns of fabricated scaffolds.

The degree of crystallinity was calculated from the area under the curve, using the
ratio Ac/(Ac + Aa). Calculated values, as well as the intensity of the peaks (with respect to
the baseline) are shown in Table 1.

Table 1. Characteristic peak intensity and degree of crystallinity of fabricated scaffolds.

Scaffold 16.7° Peak Intensity 19° Peak Intensity Cll?yes%;Ielei:ifty
rPLA - - 0.07
aPLA - - 0.14

rPLA+pPPy 629 - 0.06
aPLA+pPPy 1821 401 0.18
rPLA+pPPy/I 1669 411 0.16
aPLA+pPPy/I 3728 410 0.19

Aligned scaffolds display a higher degree of crystallinity in general, as well as higher
intensity of the (200)/(110) diffraction plane in coated scaffolds, suggesting that the mechan-
ical and electrical forces during the electrospinning process contributed to a predisposition
toward alignment of the PLA chains. The plasma polymerization process promoted PLA
crystallization since the material was submitted to a temperature increment inside the
reactor of 90 °C on average [44].

DSC analysis was carried out to study the thermal properties of the fabricated scaf-
folds (Figure 6). The glass transition and melting temperatures are summarized in Table 2.
No differences in thermal behavior were found between random and aligned fiber con-
figurations since the DSC test reflects changes in the thermal properties of the materials.
PLA displays a cold crystallization peak around 87 °C (Icc), which is common for PLA [66].
The cold crystallization peak shifts to higher temperatures in coated scaffolds at 121.04 °C
and 113.08 °C for PLA+pPPy and PLA+pPPy/1, respectively. This increase in Tcc suggests
that the presence of plasma polymer hinders cold crystallization. During plasma polymer-
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ization, the PLA samples are subjected to temperatures around 90 °C inside the plasma
reactor [44], which might be promoting cold crystallization of the polymer chains, and thus
reflecting an increase in the degree of crystallinity and the peak displayed in XRD of coated
samples [67], as shown in Figure 5.

2nd Heat

PLA+pPPy/|

PLA+pPPy

Heat Flow (A.U.)

PLA

T T T T T T T T T T T T T T T T T L} T
40 80 80 100 120 140 160 180 200 220
Temperature (°C)

Figure 6. DSC curves of PLA, PLA+pPPy and PLA+pPPy /L

Table 2. Thermal properties of fabricated scaffolds.

Scaffolds PLA PLA+pPPy PLA+pPPy/I
Tg (°C) 60 56.5 60

Tec (°C) 87.44 121.04 106.73
Tm (°C) 167.58 159.47 163.25

Tm; (°C) - 153.65 158

Tg, glass transition temperature; Tec, cold crystallization temperature; Tm, melting temperature; Tm;, temperature
of lower melting peak.

Melting endotherms show variations in the materials. In contrast to PLA, which
displays a single melting peak, PLA+pPPy shows two peaks and PLA+pPPy/I shows a
shoulder at the melting peak. This behavior might be associated to a crystalline phase
transition in the structure of PLA [66,68].

Figure 7 shows the contact angle measure results. As expected, PLA displays a contact
angle above 100°, due to its hydrophobic nature. Coated scaffolds display lower contact
angles, reflecting the fact that the plasma polymer coating promotes hydrophilicity of the
scaffolds. In addition, aligned fibers contributed to lower contact angles than random fibers
of coated scaffolds, suggesting that the aligned configuration facilitates the interaction
between water and the inner fibers of the scaffold.
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Figure 7. Contact angle of water on the scaffolds. Results are presented as mean & SD, n = 6,
**p <0.01, ** p <0.001, *** p < 0.0001.

3.2. Morphological Characterization

SEM images of the fabricated scaffolds showed the microstructure and morphology of
the fibers (Figure 8). Uniform fibers free of beads or defects are observed in all samples.
This is due to the polymer solution characteristics and electrospinning process conditions

used, as the conductivity of the polymer solution dissipates charges resulting in the fiber
elongation [69,70].

PLA+pPPy

Figure 8. SEM images of fabricated scaffolds. Fiber microstructure shows a porous surface on PLA scaffolds whereas coated

scaffolds have smooth surface fibers. Aligned scaffolds fibers display fibers oriented in a preferential direction, in contrast
to randomly-oriented fibers on random scaffolds.

PLA-based fibers display a porous surface, whereas the coated scaffolds’ surfaces are
smoothed by the pyrrole plasma polymer coating. The plasma coating was smoother in
pPPy/I-coated scaffolds than in pPPy-coated scaffolds, where various fissures are present
along the fibers, nevertheless, plasma polymer coating appears homogenous.
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Statistical differences (p < 0.01) were found between fiber diameters, except between
aPLA+pPPy and aPLA+pPPy/I scaffolds (p > 0.05), as shown in Figure 9. Only rPLA+pPPy
displays a diameter normal distribution, whereas the other groups are log-normally dis-
tributed. The mean fiber diameters are 1.95 £+ 0.950 um in rPLA, 4.45 + 1.08 um in
rPLA+pPPy, 3.61 &+ 1.13 pm in rtPLA+pPPy/I, 1.62 & 0.741 pm in aPLA, 4.97 & 1.64 pm in
aPLA+pPPy, and 5.06 & 0.876 um in aPLA+pPPy/I. Average thickness of plasma polymer
deposit on the PLA fibers was 2.5 pm in rPLA+pPPy, 1.66 um in rPLA+pPPy-1, 3.35 pm in
aPLA+pPPy and 3.44 pum in aPLA+pPPy-I scaffolds.

* %k
— — [
g. 15 — * % — g 15 ,—|**
':' 10 I T 1 ‘:‘ 10
5, ' =
$1 : 5
& ! > |
o 0 o 0 r . :
rPLA  rPLA+ rPLA+p aPLA  aPLA+ aPLA+
pPPy  PPy/I pPPy pPPy/I
Random Scaffolds Aligned Scaffolds

Figure 9. Boxplot of fiber diameter distribution. Statistical differences with the Dunn (1964) Kruskal—-
Wallis multiple comparison test, ** p < 0.01.

In PLA scaffolds, diameters tend to lower values with some larger diameter fibers.
In coated scaffolds, as the plasma polymer formed over the fibers, adjacent fibers could
become a single thick fiber. This was more frequent in aligned scaffolds and explains the
widening of the diameter distribution. The presence of iodine during synthesis resulted in
the destruction of smaller fibers, as shown in the distribution shift towards higher diameter
values. lIodine also contributes to the formation of a more packed polymer structure [46],
resulting in a smaller thickness of the polymer deposit of pPPy/I than pPPy.

In addition, statistical differences were found between random and aligned scaffolds,
except between rPLA and aPLA scaffolds and rPLA+pPPy and aPLA+pPPy scaffolds (not
shown), suggesting that fiber diameter is not affected by fiber orientation, but rather by
plasma polymer deposition in the presence of iodine.

The porous microstructure of the scaffolds was maintained after the plasma polymer
coating. Apparent porosity from SEM images analysis showed statistical differences be-
tween scaffolds, as shown in Figure 10. Average apparent porosity (AAP) was significantly
higher in PLA scaffolds than in coated scaffolds as-fabricated. Between the PLA scaffolds
no significant difference was found, suggesting that fiber orientation in this case does not
influence porosity. With the plasma coating, APP is reduced due to the polymer coating
over the fibers reducing the pore space in the scaffolds. No significant differences were
found between coated scaffolds, suggesting once more that the plasma coating is deposited
homogenously.

Statistical analysis of pore size showed differences between the scaffolds as-fabricated
and in culture, as shown in Figure 11. Pore size significantly increased in rPLA+pPPy and
aPLA+pPPy /I scaffolds in culture, suggesting that these scaffolds are expanding the porous
space while interacting with cells and culture media. Since pPPy and pPPy/I surfaces are
hydrophilic [45,71], scaffolds may be swelling from the media water uptake, explaining
the increment in pore size in culture. However, aPLA+pPPy and rPLA+pPPy/I showed
no significant differences between pore size as-fabricated and in culture, as cells prolifer-
ated mainly over the surface of the scaffolds in aPLA+pPPy scaffolds. In rtPLA+pPPy/I
scaffolds, although the pore size distribution shifted towards higher values in culture, the
bidimensional porous space maintained the mean size in culture. However, an apparent
swelling was observed on the cell culture SEM images, suggesting an increment of pore
space three dimensionally.
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Figure 10. Porosity of scaffolds as-fabricated. Results presented as mean + SD. Statistical differ-
ences with the ANOVA and Tukey multiple comparisons of means test, * p < 0.05, *** p < 0.001,
**** p < 0.0001.
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Figure 11. Pore area distributions of scaffolds as-fabricated and in culture, presented as box plots.
Statistical differences with the Kruskal-Wallis test and Dunn multiple comparison test, **** p < 0.0001.

Considering that PLA is hydrophobic [72,73], whereas pPPy and pPPy/I are hy-
drophilic [45,71], these results suggest that uncoated scaffolds maintained their pore size in
culture and the cells occupied available pores, thus reflecting a decrement in pore size. On
the other hand, an increment of pore size in coated scaffolds suggests a good interaction
of the material within a biologic medium, which in culture absorbs water and swells
producing an increase in porosity, allowing cells and nutrients to migrate throughout the
porous structure.

3.3. Biological Characterization

NG108-15 cells were found anchored to al the scaffolds in general, as shown in SEM
images of 3D cultures (Figures 12 and 13). Randomly oriented scaffolds induced migration
of the cells to inner fibers through the pores formed, as fibers were arbitrarily deposited
during the electrospinning process. By contrast, aligned-oriented scaffolds afford elongated
pores, which together with the organized fibers constitute a more packed 3D structure,
eliciting cell growth over the surface of the scaffolds.



Polymers 2021, 13, 3876 12 of 19

PLA

PLA+pPPy

PLA+pPPy-I

XZ, 588 18xm

Figure 12. SEM images of NG108-15 cells after 15 days of culture on the scaffolds, (a) rPLA, (b) aPLA, (c) rPLA+pPPy,
(d) aPLA+pPPy, (e) rPLA+pPPy/1, (f) aPLA+pPPy/I. Bar = 10 um.

However, morphological differences characterized cell response to the material and
the structure of the scaffolds. On rPLA, aPLA and rPLA+pPPy scaffolds (Figure 12a—c),
cells with blebbing plasma membranes, rounded shapes without filopodia or retracting
filopodia were found. Plasma membrane features in the form of filopodia and lamellipodia
retraction and bleb formation are a distinct characteristic of cell death processes such as
apoptosis and necrosis [74-76]. Although these processes are considered normal, they may
be triggered by noxious stimuli from an unfavorable environment [74].

By contrast, cells cultured on aPLA+pPPy, rPLA+pPPy/I and aPLA+pPPy/I scaf-
folds (Figure 12d—f) show adequate plasma membranes, extending filopodia and forming
adhesion sites on the fibers. Furthermore, neurite-like projections from cells cultured on
aPLA+pPPy scaffolds, suggesting the potential of aligned pPPy-coated scaffolds for nerve
cell guidance and differentiation support.
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Figure 13. SEM images, color coded for directionality, of NG108-15 cell line on the scaffolds, bar = 10 um. Orientation]
Fiji plugin, gaussian window o = 0.7, min. Coherency = 2%, min. Energy = 2%. (a) rPLA, (b) aPLA, (c) rPLA+pPPy,
(d) aPLA+pPPy, (e) rPLA+pPPy/I, (f) aPLA+pPPy/L

Orientation analysis on cell culture SEM images showed the orientation of cell struc-
tures over the fibers (such as filopodia projection direction and plasma membrane morphol-
ogy response to the surface topography), as shown in Figure 13. Although the filopodia
was projected towards adjacent cells and fibers in general, aPLA+pPPy scaffolds promoted
the elongation of neurite-like structures in the direction of the fibers (Figure 13d).

Additionally, longer projections and flatter cell morphologies were identified on
aPLA+pPPy scaffolds, suggesting a permissive surface for focal adhesion sites and cell
attachment. Computational studies of the pyrrole plasma polymer interactions with cell
membrane integrins demonstrated that the amine and hydroxy groups on the surface
of the polymer have high affinity to the integrins of the cellular membrane [77], which
promotes cell attachment to the coated scaffolds. Since detached cells stop proliferation
processes [78], by affording cell adhesion sites, the plasma polymer coating thus promotes
cell proliferation.
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NG108-15 cells are rounded in shape, adherent type, extending filopodia throughout
the plasma membrane surface. These filopodia have integrin adhesion receptors which
bind to the extracellular matrix and move the cell [79,80]. SEM images in this work
show that these cells are responding to aPLA+pPPy scaffolds, without any differentiation
chemical stimulus.

Furthermore, by the implementation of the orientation analysis, slight dispersion
of aligned fibers becomes evident in culture, demonstrating good mechanical response
from the scaffolds to the culture conditions, such as flexibility and support for cells, while
maintaining structural properties of the fibers. These features suggest pPPy- and pPPy/I-
coated scaffolds have the potential to be used as implants for peripheral nerves and spinal
cord regeneration, cell guidance in aligned structures, and cell therapy applications for
neural tissue repair and regeneration, among others.

Cell viability was estimated by the MTT colorimetric assay, the results are reported in
Figure 14. By these results, biocompatibility of the scaffolds was verified. Additionally, in
accordance with SEM images, significantly higher viability was found in coated scaffolds
with respect to PLA scaffolds. Overall, these results show the potential of electrospun
pPPy- and pPPy/I-coated scaffolds to bind cells and promote cellular processes such as
survival, migration, proliferation, differentiation, and ECM formation [81,82].
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Figure 14. Cell viability based on the MTT assay results. Estimation of cell viability on each scaffold
was based on the absorption from dissolved MTT reduction product by metabolic activity of viable
cells [57]. Results are presented as mean 4+ SD, n = 6, * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001.

Additionally, correlations between cell viability and the physicochemical and morpho-
logical characteristics of scaffolds were investigated. Linear correlation analysis (Figure 15)
showed a Pearson’s r of 0.88 between cell viability results and fiber diameter, suggesting a
dependence of adherent cells towards surface characteristics such as adhesion sites avail-
ability. Daud et al. also reported a significant difference between cell viability and fiber
diameter, such that less neuronal cell viability was found in 1 um fiber scaffolds than in
5 um and 8 um fiber scaffolds [83].
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Figure 15. Effect of fiber diameter on cell viability. Linear correlation analysis showed a Person’s r of
0.88 between mean cell viability and mean fiber diameter.

Evidently, fiber diameter in this case was also dependent on the composite material,
as coated scaffolds afforded larger diameters together with an enriched surface composed
by functional groups such as amines, aliphatic sections, nitriles, and broken rings, which
promotes cell adhesion and associated physiological processes such as proliferation. Inter-
estingly, since IPLA+pPPy and aPLA+pPPy fiber diameters were not statistically different,
higher mean cell viability results in aPLA+pPPy scaffolds suggest cell preference towards
aligned scaffolds.

4. Conclusions

Randomly- and aligned-oriented scaffolds were fabricated by electrospinning and
used as core structure for novel PLA scaffolds coated with plasma synthesized pyrrole, both
doped and undoped with iodine. Scaffold characterization revealed the coated scaffolds
provide an enriched surface with primary and secondary amines, nitriles, and aliphatic
sections, affording adhesion site availability for cell anchorage. Porosity analysis further
demonstrated coated scaffolds’ ability for cell infiltration into inner fibers, due to the fibrillar
porous structure and enhanced surface hydrophilicity by the plasma pyrrole polymer.

Aligned pPPy-coated scaffolds elicited neurite-like projections without the need of
biochemical stimuli on the culture media, which together with the high cell viability
results on these scaffolds, suggest their potential for peripheral nerve tissue engineering
applications, where directionality serves as a key advantage. Both random and aligned
plasma pyrrole polymer-coated scaffolds provided a permissive surface for cell survival
and proliferation; nevertheless, randomly-oriented scaffolds afford high surface to volume
ratio and larger pore space where higher cell infiltration and anchorage on the substrate
may be key for central nervous system tissue engineering strategies. Altogether, these
results suggest pPPy- and pPPy/I-coated PLA scaffolds are a promising strategy for neural
tissue engineering applications.
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