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Resumen

Actualmente no existe un tratamiento universalmente aceptado para la lesién traumatica de la
médula espinal (LTME), patologia que puede causar paraplejia o cuadriplejia dependiendo el
sitio y gravedad de la lesion. Debido a la complejidad de la LTME, mas de una estrategia

terapéutica puede ser necesaria para recuperar las funciones perdidas.

Después de una LTME, el tratamiento que se aplica es en gran medida paliativo, e incluye
terapias de rehabilitacion para mantener el tono muscular, prevenir la espasticidad, conservar la
densidad 6sea y mantener el buen estado de las articulaciones. Sin embargo, dependiendo de la
severidad de la lesion, de la actividad fisica aplicada, de la cantidad y del momento en que se
inicie la terapia, esta puede ofrecer otros efectos benéficos como la induccion de la plasticidad en
la médula espinal, aumentar los niveles de niveles de factores neurotréficos en el masculo y la
médula espinal, regular los niveles de neurotransmisores y favorecer la funcion sensitiva y
motora. La rehabilitacion fisica usando una caminadora es la mas utilizada en &rea clinica y en
area experimental. No obstante, los beneficios que aporta la rehabilitacion fisica, los efectos son
limitados; por lo que, se propone su uso en combinacidén con otra estrategia terapéutica que
también haya demostrado efectos benéficos sobre la recuperacién funcional y que ademas tenga

un efecto neuroprotector, con la finalidad de obtener un mejor resultado funcional.

En estudios previos, realizados en nuestro grupo de investigacion, se ha demostrado que los
implantes derivados del pirrol, como tratamiento en un modelo de lesion por seccion completa de
la médula espinal (LPSCMME), tienen un efecto neuroprotector y favorecen la recuperacion
funcional. Sin embargo, este efecto benéfico sélo se obtiene cuando los materiales son
sintetizados por el método de polimerizacion por plasma, y no asi cuando se obtiene por métodos

quimicos y electroquimicos.



Resumen

A pesar de los resultados obtenidos con los implantes derivados del pirrol sintetizados por
plasma, En el area clinica, una LTME rara vez resulta en una LPSCME vy el tratamiento no podria
aplicarse por medio de una pastilla, ni tampoco inmediatamente después de la lesion. Con el fin
de acercarse a los casos médicos en el area clinica, en el presente estudio se evalué el efecto de
un implante de PPy/I (polipirrol/yodo) sintetizado por polimerizacion por plasma en un modelo
de lesion por contusion moderada de la médula espinal (LPCMME), el cual, se aplic6 48 h
después de la lesién, para dar tiempo para que el edema causado por la lesion primaria haya
disminuido. Ademas, se evalud el efecto del tratamiento combinado del implante de PPy/l con
rehabilitacion fisica (RF) por medio de una caminadora, sobre la proteccion del tejido nervioso y

sobre la recuperacion funcional.

Para poder aplicar el tratamiento en una LPCMME, este debia poder administrarse por medio de
una inyeccion, para lo cual, se desarrollaron dos estudios pilotos y se determiné el tipo de
implante, su morfologia y su tamafio. Se sintetizaron por el método de plasma, nanoparticulas
de PPy/l (NPs), particulas esféricas de entre 40 a 200 nm de diametro y mesoparticulas de PPy/I
(Mps), peliculas delgadas molidas hasta obtener particulas de diferente tamafio y forma de entre
0.6-25.9 um de didmetro. Las NPs y MPs se suspendieron en solucion salina a una concentracion
de 5 mg/mL y se implantaron 60 puL. en un modelo de LPCMME en ratas, 48 h después del

traumatismo en el sitio de lesion.

Los animales fueron evaluados por la escala BBB por ocho semanas y se observé que los
animales implantados con NPs no mostraron un efecto diferente a los animales Control, mientras
que las MPs tendieron a tener una mejor recuperacion funcional en comparacion a los animales
Control y los implantados con NPs. Posteriormente, se evaluo el efecto de tres diferentes tamarios
de implante de MPs: 10 uL, 30 uL y 60 uL. Aunque todos los tratamientos presentaron una
recuperacion funcional similar, se eligio el tratamiento a 30 pL, porque a un volumen de 10 pL,
se ingresa una cantidad muy pequefia de material al sitio de lesion y podria perderse el efecto y
un volumen de 60 pL, al ser tan grande la muestra, generar un mayor dafio a la médula espinal,

por efecto de compresion.

Xl



Resumen

Después determinar el tipo de implante y la terapia de rehabilitacion sobre una caminadora, se de
desarrollo el siguiente modelo experimental. Ratas con LPCMME se dividieron en seis grupos
experimentales (n=5): grupo Control, animales con LPCMME; grupo SS, animales con
LPCMME més 30 uL de solucién salina; grupo MPs, animales con LPCMME méas 30 uL de
mesoparticulas; grupo Control-RF, animales con LPCMME mas rehabilitacion fisica; grupo SS-
RF, animales con LPCMME mas 30 pL de solucion salina en combinacion con rehabilitacion
fisica y grupo MPs-RF, animales con LPCMME mas 30 pL de mesoparticulas en combinacion
con rehabilitacién fisica. La solucidn salina o las MPs se inyectaron en el sitio de lesion 48 h
después de la LTME. Cuatro dias mas tarde, se inicio la terapia de RF, cinco dias a la semana por
un periodo de dos meses. La recuperacion funcional se evalu6 semanalmente usando la escala
motora BBB durante nueve semanas y se evalud la proteccion de tejido nervioso por medio de
analisis histologico y morfométrico. En los animales implantados con MPs, se observo que el
implante se integré al tejido nervioso sin respuesta de rechazo, asi como un aumento en la
cantidad de tejido preservado, también mostr6 una mejor recuperacion funcional en comparacion
a los animales Control y SS. Todos los animales que recibieron RF, mostraron un incremento en
su recuperacion funcional y el tratamiento combinado de MPS més RF incremento el efecto

benéfico sobre la recuperacion funcional en comparacion al uso de los tratamientos por separado.
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1. Antecedentes

1.1 Epidemiologia

La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) es un desorden neuroldgico devastador que
afecta a miles de personas cada afio. En las ultimas décadas se ha logrado una mejor comprension
de los eventos fisiopatologicos generados después de una LTME, aportando ideas sobre los
mecanismos fundamentales que contribuyen en el dafio al tejido y a la baja capacidad de
regeneracion de las neuronas lesionadas. Las opciones de tratamientos actuales para la LTME
incluyen el uso de farmacos como altas dosis de metilprednisolona [1-5], intervenciones
quirdrgicas para estabilizar y descomprimir la médula espinal [6-7] y rehabilitacién fisica (RF)
[8-9]. No obstante, la LTME sigue siendo una condicion devastadora para quien la padece, y para
la cual aln no existe cura. Debido a lo anterior, se han desarrollado diferentes estrategias
terapéuticas en modelos animales las cuales han mostrado resultados prometedores. Sin embargo,
aun queda mucho trabajo por hacer, para determinar si alguna de estas estrategias podria de

manera segura y eficaz, mejorar el estado del paciente con una LTME [10-12].

A la fecha, el tratamiento de la LTME es en gran medida paliativo, e incluye la prevencion de la
progresion de la lesion, el manejo de la espasticidad, el control de la disautonomia (trastornos
provocados por el mal funcionamiento del sistema nervioso autonomo) y la desaferentacion ante
los sindromes de dolor, la implementacion de regimenes de entrenamiento para intestino y vejiga,
la gestion de las complicaciones de la pérdida de la sensibilidad y la educacion a los pacientes
para enfrentar su discapacidad. No obstante lo anterior, los continuos avances en la investigacion
en el area neurologica prometen cambiar este paradigma de paliacion por intervenciones con
posibilidad de cura [10].

A nivel mundial, se estima que 2.5 millones de personas viven con LTME, a los cuales se suman
130,000 nuevos casos cada afio [12]. Se ha reportado que en la ciudad de México, se presentan

alrededor de 18.1 casos por millon de habitantes [13]. Entre las principales causas se encuentran
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los accidentes automovilisticos (38%), eventos violentos (26%), caidas (22%) y accidentes
deportivos (7%), donde las principales victimas son personas jovenes de entre 15 a 35 afios de
edad [14].

Esta condicion por lo general produce déficit neuroldgico y discapacidades que provocan pérdida
de las capacidades sensitivas y motoras por debajo del sitio de lesion causando paraplejia o
tetraplejia y también otros problemas comunes relacionados con la LTME tales como infecciones
en la vejiga y rifiones, problemas intestinales y cardiacos y disfunciones respiratorias, que en
conjunto tienen un fuerte impacto en el comportamiento fisioldgico, psicoldgico y social de los
pacientes que la padecen, por lo que es importante desarrollar una estrategia terapéutica que se

enfoquen directamente a este problema [10,15].

1.2 Fisiologia y anatomia de la médula espinal

La médula espinal proporciona un medio de comunicacion entre el cerebro y el resto del
organismo; se extiende desde la base del cerebro en el bulbo raquideo, pasa a través del foramen
magnum del craneo y se encuentra contenida dentro del conducto raquideo donde finaliza en las
primeras veértebras lumbares. La médula se extiende hasta la vértebra lumbar 1 (L1) en los
humanos, o hasta L3 en el caso de las ratas, porque la columna vertebral crece mas rapido que la
médula espinal [16-17].

Como se menciond previamente, la médula espinal se encuentra protegida por la columna
vertebral, la cual estd compuesta de vertebras individuales. Al igual que el cerebro, esta protegida
por tres membranas de tejido conectivo llamadas meninges que de afuera hacia adentro las
meninges son la duramadre, aracnoides y piamadre. Finalmente y ayudando a proteger la médula
espinal, entre la aracnoides y la piamadre se encuentra el espacio subaracnoideo, el cual esta lleno
de liquido cefalorraquideo, y entre la dura madre y el periostio se encuentra el espacio epidural,

el cual esta lleno de tejido fibroso y adiposo conectivo [16-17].
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La estructura interior de la médula espinal se caracteriza por la forma de H de la sustancia gris al
centro rodeada de sustancia blanca. La sustancia gris estd compuesta de interneuronas, cuerpos
celulares y dendritas de neuronas eferentes, de la entrada de fibras de neuronas sensoriales y de
células gliales. La sustancia blanca (excepto cuando los cuernos dorsales tocan los margenes de la
médula espinal), se compone principalmente de grupos de axones mielinizados. Estos grupos de
axones, llamados tractos de fibras o vias, corren longitudinalmente a través de la médula espinal.
Algunos son descendentes, para transmitir informacion desde el cerebro hasta la periferia y otros

son ascendentes, para transmitir la informacion de la periferia al cerebro (Fig. 1) [10, 18-19].
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Figura 1. Descripcion esquematica de algunos de los tractos espinales ascendentes y descendentes. (A) Tracto ascendente
espinotalamico lateral que lleva informacion sensorial (impulsos de dolor y temperatura) de la periferia al cerebro. (B) Tractos
descendentes corticoespinales motores. Este tracto motor contiene axones que pasan desde el giro precentral de la corteza
cerebral hacia la médula espinal para hacer sinapsis con interneuronas espinales y neuronas motoras inferiores. (Figura
modificada de [17]).
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Los nombres de los tractos ascendentes generalmente empiezan con el prefijo espino- y terminan
con el nombre de la region del cerebro donde las fibras de la médula espinal hacen su primera
sinapsis. Por ejemplo, el tracto espinotaldmico anterior, el cual conduce los primeros impulsos
hacia el talamo; desde ahi la informacion sensorial se transmite a la corteza cerebral. Los
nombres de los tractos motores descendentes, a la inversa de los ascendentes, comienzan con un
prefijo que indica la region del cerebro que da lugar a las fibras y termina con el sufijo espinal. El
tracto corticoespinal, por ejemplo, inicia en la corteza cerebral y desciende a lo largo de la
médula espinal. Es importante destacar que la localizacion de los tractos en la médula espinal
puede variar entre las especies y que hay una diferencia significativa en la posicién de las fibras
de los tractos corticoespinales (responsables de los movimientos voluntarios cualificados) en
humanos y roedores. En los seres humanos, el principal haz corticoespinal se encuentra en la
columna lateral, mientras que en los roedores se encuentra en la parte ventral del funiculo dorsal
(Fig 2) [20].

Los tractos de fibras antes mencionados son cruciales en la comunicacion entre la médula espinal
y el cerebro. En el ser humano grupos de fibras aferentes (sensoriales) que ingresan en la médula
espinal de los nervios periféricos entran en el lado dorsal de la médula a través de las raices
dorsales. Pequefias protuberancias en las raices dorsales y ganglios de la raiz dorsal, contienen
cuerpos celulares de las neuronas aferentes. Los axones de las neuronas eferentes (motores) salen
de la médula espinal a través de las raices ventrales. Cerca de la médula, las raices dorsales y
ventrales desde el mismo nivel se combinan para formar nervios espinales, uno a cada lado de la
médula espinal. Los nervios espinales son designados de acuerdo a los cinco niveles vertebrales
de los cuales ello salen: cervical, toracico, lumbar, sacro y coccigeo. En el hombre la médula
espinal consta de treinta y un nervios espinales (Fig 3): ocho nervios cervicales que controlan los
musculos y glandulas y reciben informacién o entrada sensorial del cuello, hombro, brazos y
manos; doce nervios toracicos asociados con el pecho y las paredes abdominales; cinco nervios
lumbares asociados con la cadera y piernas; cinco nervios sacros asociados con los genitales y el
tracto digestivo inferior; y un nervio coccigeo que inerva la piel sobre el coccix [21]. Mientras

que en la rata, la médula espinal comprende treinta y cuatro nervios espinales: ocho cervicales,
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trece toracicos, seis lumbares, cuatro sacros y tres
generalmente son similares [10].

coccigeos y las funciones asociadas

A RATA HUMANO
CERVICAL
«— 3.5mm 12.5mm < >
B S M S M

TRACTOS ASCENDENTES TRACTOS DESCENDENTES
P Columna dorsal I Corticoespinal
B Espinotalamico I Rubroespinal
.| Espinocerebeloso Reticuloespinal
P Vestibuloespinal
Il Rafe-espinal

Figura 2. Anatomia comparativa de la médula espinal de rata y humano. (A) Diferencias en tamafio y forma en secciones
transversales de la médula espinal a nivel cervical en ratas y humanos. (B) Localizacién aproximada de los tractos ascendentes y
descendentes en cada especie. S= Tractos ascendentes (sensoriales), M=Tractos descendentes (motores). (Figura modificada de

[20]).
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Figura 3. Localizacion de los 31 nervios espinales. (Figura modificada de [22]).
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1.3 Neuropatologia de la LTME

1.3.1 Fases de la LTME

Después de una lesion primaria en la médula espinal, ya sea por laceracion, contusion,
compresion o seccidon completa, el traumatismo causa alteraciones vasculares y metabdlicas que
desencadenan una cascada de eventos fisiopatoldgicos denominados mecanismos de dafio
secundario [23-25], los cuales, causan dafio y muerte a las células que sobrevivieron al
traumatismo, con lo que se incrementa el dafio original [26] y se producen diversos grados de

disfuncidn incluyendo paralisis permanente por debajo del sitio de lesion.

Aunque las neuronas sobrevivientes cercanas al sitio de lesion tienen la habilidad de reorganizar
su anatomia y conectividad funcional [27], esta reconexién puede tomar varios afios, 0 no ocurrir,
debido al ambiente adverso producido por los mecanismos de dafio secundario, los cuales limitan

la plasticidad espontanea, disminuyen la sobrevida neuronal y la recuperacion funcional [28].

La respuesta bioldgica después de una LTME tiene una secuencia temporal (Tabla 1) dividida en
tres fases: aguda, con una duracién de segundos a minutos después de la LTME; subaguda, con
una duracion de minutos a semanas después de la LTME vy crénica, con una duracion de meses a
afios después de la LTME [26]. Diversos grupos de células y moléculas del sistema nervioso,
inmunoldgico y vascular estan involucradas en cada fase. La mayoria de las células participantes
residen en la médula espinal, pero otras son convocadas al sitio de lesion desde el sistema
circulatorio [29]. Algunos eventos de la fase aguda se contintan en la fase subaguda, y algunos

eventos de la fase subaguda siguen desarrollandose durante la fase crénica.
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1.3.1.1 Fase aguda

El dafio primario producido por el traumatismo causa hemorragia y dafio vascular inmediato y
cambia la estructura y morfologia de la médula espinal debido a las alteraciones fisicas y
bioquimicas de las células. Estas alteraciones comienzan pocos segundos después de la LTME
(Tabla I) y se ven reflejadas por eventos sistémicos y locales [30-31], entre los que destacan la
hipotension sistémica, el shock medular, el vasoespasmo, la muerte celular en el sitio de lesion, el
edema y la isquemia, el compromiso de la membrana plasmatica, las alteraciones en la

homeostasis idnica y la acumulacion de neurotransmisores [26].

1.3.1.2 Fase subaguda

Es en donde se llevan a cabo principalmente los mecanismos de dafio secundario. Esta fase se
establece minutos después de la lesion y pueden durar semanas 0 meses y se caracteriza
principalmente porque el sitio de lesidn se agranda y porque se contintan algunos eventos de la
fase aguda como cambios en los electrolitos, el edema y la muerte celular por necrosis. Aunado a
lo anterior se presentan nuevos eventos (Tabla 1), tales como la formacion de radicales libres, la

respuesta del sistema inmune y/o inflamacién y la muerte por apoptosis, entre otros [29].

1.3.1.3 Fase croénica

Se presenta meses a afios después de la LTME, conduce a deficiencias neurolégicas en ambas
direcciones ortograda y retrograda (Fig. 4), incluyendo regiones del cerebro [32-33].
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En esta fase (Tabla I), contintan algunos eventos de la fase subaguda tales como la muerte por
apoptosis y la desmielinizacion de los axones sobrevivientes cercanos al sitio de lesion. Sin
embargo, aunque en esta fase el dafio al tejido medular ya es muy grande, en esta etapa se forma
una cicatriz glial que trata de limitar el dafio al tejido nervioso, también se presentan procesos de
regeneracion y alteraciones en los neurociruitos que tratan de recuperar algunas de las funciones

perdidas a partir de los axones sobrevivientes [33].



Antecedentes

Tabla I. Principales caracteristicas fisiopatol6gicas de las tres fases de la LTME
Aguda Subaguda Cronica

Desregulacion iénica

Hemorragia

Dafio vascular

Cambios en la estructura y morfologia de
la médula espinal

Hipotension sistémica y shock medular

Produccion de radicales libres
Lipoperoxidacion (peroxidacion
lipidica)

Bloqueo de la conduccién

Falla energética y disminucién de ATP
(adenosin trifosfato)

Invasion de células inmunes vy
liberacion de citocinas

Muerte celular mediada por la

inflamacion

Plasticidad (procesos de regeneracién y
alteracion de los neurocircuitos)
Siringomielia

*Las partes sombreadas en color verde corresponden a los eventos comunes entre la fase aguda y la subaguda 6 entre la fase
subaguda y la crénica.
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1.3.2 Mecanismos de dafio secundario

La comprension de los eventos bioquimicos y celulares que componen las fases post-lesion es de
suma importancia, ya que proporcionan informacion que podria conducir a terapias prometedoras
que reduzcan al minimo la extension de la lesién y promuevan la regeneracion nerviosa. Estos

eventos secundarios consisten en:

B Desregulacion ionica: La lesion primaria ocasionada por el impacto a la médula espinal
causa dafio en la microcirculacién sanguinea, lo que genera una falla energética que se
traduce en la pérdida de la regulacién idnica. Este evento involucra la movilizacion de iones
potasio (K™) y sodio (Na*) al exterior de la células, con lo que se ocasiona un incremento en
las concentraciones extracelulares y la movilizacion de calcio (Ca™) al interior de la célula, lo
cual causa un incremento en las concentraciones intracelulares de este i6n, y conlleva al
shock medular [31].

B Dafo vascular e isquemia: Inmediatamente después del impacto la disrupcion vascular
causa hemorragia, vasoespasmos, trombosis, pérdida de la autorregulacion, hipotension
sistémica (shock neurogénico) y ruptura de la barrera hematoencefélica. Estos cambios

conducen a la formacién de edema, necrosis e isquemia [34-36].

Las hemorragias graves que se presentan predominantemente en la sustancia gris, conducen a
hemorragia necroética y subsecuentemente a mielomalacia en el sitio de lesion [37]. Aunque
las arterias grandes permanecen aparentemente intactas, se producen cambios en la
microcirculacion local principalmente en los capilares y vénulas, lo cual disminuye
importantemente el flujo sanguineo en el sitio de lesion [34, 38-39]. Dicha isquemia empeora
progresivamente en la primeras horas [36], llevando a la formacion de edema medular local
[37, 40], el cual es perjudicial para el tejido [41-42]. Por lo que para contrarrestarlo se liberan
varios factores vasoactivos incluyendo tromboxanos, leucotrienos, factores de agregacion

plaquetaria, serotonina y opioides enddgenos, lo que conduce a un incremento de la isquemia

11
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por hipoperfusion, hipoxia e hipoglucemia [43-45], lo que en conjunto incrementa la muerte
celular por necrosis en el sitio de lesion [46]. Después de la isquemia se continta un periodo
de reperfusion, el cual aumenta el dafio al tejido y contribuye a la exacerbacion de la cascada
de eventos secundarios [47-48]. El dafio tisular inducido por la isquemia y reperfusion esté
mediado a través de radicales libres y otros subproductos tdxicos [49]. Los radicales libres
derivados de oxigeno incluyen al radical superoxido, el hidroxilo y el 6xido nitrico, ademas
de otros oxidantes de alta energia como el peroxinitrito, se producen durante la isquemia [50-
51] con una subida méas pronunciada durante el periodo de reperfusién temprana [52-53].
Estas especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ERO y ERN, respectivamente) contribuyen a
la oxidacién de lipidos, proteinas y ADN (acido desoxirribonucleico), resultando en una
disfuncion molecular, denominada estrés oxidativo [50]. El estrés oxidativo a su vez impide
la funcion de proteinas claves para la homeostasis celular como son las bombas i6nicas y los
transportadores de glucosa [54]. La oxidacion de lipidos ocasiona pérdida de la integridad de
las membranas en las células adyacentes a la lesion [50, 55]. Por otro lado, la hipoxia e
hipoglucemia local disparan un incremento en la liberacion de glutamato y otros aminoacidos

excitadores que conducen a la muerte celular por excitotoxicidad [36-37,56].

Radicales libres y peroxidacion lipidica: Un proceso patolégico que ocurre en etapas
tempranas de la LTME es la formacion de ERO y ERN [57-58], las cuales causan
peroxidacion lipidica, dafio oxidativo y nitrativo a las proteinas y acidos nucleicos [56]. En la
peroxidacion lipidica, los radicales libres absorben un electrén de una molécula lipidica, la
cual a su vez se vuelve menos estable, de este modo se induce una reaccién en cadena que
conduce a la disrupcién de la membrana celular y muerte por necrosis [26]. Ademas, el dafio
oxidativo incrementa la disfuncion mitocondrial [59] y contribuye al exceso de Ca*™
intracelular el cual activa proteasas dando como resultado la descomposicion de las proteinas
del citoesqueleto [58]. Aunado a lo anterior, la peroxidacién lipidica conduce a la formacion
de productos aldehido que deterioran la funcidn de la enzimas clave del metabolismo, tales
como la Na* K*- ATPasa (Adenosintrifosfatasa) [60]. Esta actividad de la enzima es critica

para el mantenimiento de la excitabilidad neuronal y su falla conduce a la pérdida de la
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funcién neuronal, que en ultima instancia puede llevar a la disolucion del tejido [61].

Excitotoxicidad: La disrupcion de la membrana celular, la muerte celular primaria y la
isquemia dan lugar a un incremento en las concentraciones extracelulares de glutamato y
otros aminoacidos excitadores (6-8 veces mayores que las concentraciones normales), como
consecuencia del incremento en las concentraciones de Ca*™* intracelular por la
despolarizacion de la membrana plasmatica [62]. Los neurotransmisores glutamato y
aspartato se unen a sus receptores metabotropicos o ionotrépicos del tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato) y AMPA/kainato (4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidénico/kainato), los cuales tiene asociado un canal de Ca*"/Na’. Durante este
proceso se incrementa aln mas las concentraciones del Ca*™ intracelular y diversas enzimas
dependientes de Ca*™ son activadas, como la sintasa del éxido nitrico constitutiva, la
fosfolipasa C, la fosfolipasa Az, diversas cinasas y fosfatasas, entre otras, iniciandose asi la
sefializacion de segundos mensajeros y la generacion de radicales libres que llevan a la célula
a un estado de estrés oxidativo, donde se pierde el balance entre la generacion de radicales
libres y la capacidad de las defensas antioxidantes (superéxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa, etc.) para contrarrestarlos [63-64]. Asi mismo, se activan proteasas como la
calpaina que destruyen la mielina, favoreciendo un proceso desmielinizante [65] lo que
conduce a una reduccion o pérdida de transmisién axonal (bloqueo de la conduccion),
provocando la desconexion entre el cerebro y la médula espinal por debajo del nivel donde
ocurrio la LTME, lo que produce motor, autonémico y sensitivo [26].

Respuesta inflamatoria: La inflamacion es uno de los eventos claves después de una LTME,
se produce de inmediato y persiste durante varias semanas o meses después de la LTME [66].
De forma inicial, se activa la microglia residente, mientras que la infiltracion de leucocitos
rapidamente comienza a liberar una gran cantidad de citocinas proinflamatorias, incluyendo
la interlucina 1B (IL-I B), interlucina-6 (IL-6), factor de crecimiento tumural - a (TNF-a) - y
radicales libres [67], lo que permite una mayor extravasacion de leucocitos y mayor dafio al

tejido nervioso [47, 68-69]. La respuesta inflamatoria es esencial para la eliminacion de restos
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celulares, lo cual puede promover la regeneracion de las neuronas sobrevivientes. Sin
embargo, la sobreactivacion de la respuesta inflamatoria puede dafar el tejido sano y
exacerbar la lesion [26]. Algunos estudios han demostrado que la inflamacion juega un papel
importante en la reparacién del tejido neuronal [70]. El reto para los investigadores es
aprender como controlar la interaccién entre los nervios y el sistema inmune para minimizar
los fendbmenos de neurodegeneracion retardados mientras se promueve la regeneracion
axonal. Por ejemplo, Klusman y Schwab (1997) demostraron que la administracion de un
coctel proinflamatorio (TNF- a, IL-1B e IL-6) cuatro dias después de la LTME reduce la
infiltracion de macrdfagos, la activacion de microglia y la pérdida de tejido. Sin embargo, el
suministro de un céctel de citocinas un dia después de la lesion condujo a una mayor pérdida
de tejido [71]. Esto sugiere que la temporalidad de la respuesta inflamatoria puede ser una

variable critica que determina si una respuesta inflamatoria es destructiva o constructiva [10].

La respuesta inflamatoria después de una LTME atrae a cuatro categorias principales de
células inflamatorias: neutréfilos, monocitos, microglia y linfocitos T [35,72]. Los neutrofilos
son las primeras células inmunes que llegan al sitio de lesion desde el sistema circulatorio,
especialmente de células vasculares endoteliales, las cuales regulan y expresan moléculas de
adhesion en sus membranas celulares para guiar a los neutréfilos para que lleguen al sitio de
lesion. Los neutréfilos en el tejido espinal remueven intrusos microbianos y restos de tejido
ademas de liberar citocinas, proteasas Yy radicales libres, los cuales en conjunto activan otras
celulas inflamatorias y gliales que conducen a la lesion de neuronas y su muerte [29].

Poco después del efecto mecanico de la LTME, se infiltran monocitos en la médula espinal
que se diferencian en macrdfagos. La microglia residente y los macrdéfagos también secretan
citocinas proinflamatorias, radicales libres y factores de crecimiento, los cuales a su vez
afectan a la células cercanas de forma positiva y negativa [72-74]. Los factores de
crecimiento son criticos para lo sobrevivencia de las neuronas y para reparar el tejido dafiado.
Sin embargo, los radicales libres y las citocinas proinflamatorias contribuyen a la expansion

de la lesion al incrementar el dafio originado por el traumatismo. El rol de los linfocitos en la

14



Antecedentes

LTME es controvertido, pues algunos investigadores argumentan que un tipo de linfocitos
(linfocitos T autoreactivos) tienen propiedades destructivas, exacerban la lesion a los axones e
inducen desmielinizacion, lo que conlleva a la pérdida funcional [75]; mientras que otros
argumentan que estos linfocitos no son patoldgicos, si no que mas bien confieren proteccion a
la mielina aislando a las neuronas [76-77] y protegiendo la integridad de los axones que aisla.
En resumen, el efecto de exacerbacion de un sistema inmune descontrolado sobre la LTME es
en gran parte mediado por la inflamacion y los radicales libres. Por lo anterior, el sistema

inmune podria ser de beneficio si se controla de manera exdgena [26].

B Apoptosis: Durante la fase aguda, la LTME causa instantineamente muerte celular por
necrosis, un proceso de inflamacion y disrupcion de la membrana celular, pero en cuestion

de horas otro tipo de muerte celular, denominado apoptosis asume el lugar central.

Con la apoptosis, las células no se inflaman antes de morir; mas bien se condensan y se
rompen en pequefios fragmentos en una via programada que requiere energia y sintesis de
proteinas [29]. Esta via programada de muerte neuronal se ha implicado en la patobiologia de
multiples transtornos neuroldgicos, incluyendo la LTME [34, 78], donde la cascada
apoptotica se activa en neuronas, oligodendrocitos, microglia y tal vez en astrocitos [79-80].
Un disparador importante parece ser la entrada de Ca*™ en las células después de la LTME
[58, 81]. La entrada de Ca*™ a las células activa enzimas clave como las caspasas y la calpaina
que descomponen las proteinas en el interior del citoesqueleto y la membrana celular, lo que
conlleva a la muerte celular [82]. La apoptosis de las neuronas motoras corticales puede
ocurrir a centimetros de distancia de los axones dafiados por la LTME, demasiado lejos para
que el Ca™ se difunda [83], por lo que se piensa que esto se debe a una variedad de eventos
incluyendo la liberacién de citoquinas, la respuesta inflamatoria, el dafio por los radicales
libres y la exitotoxicidad [34, 84].

B Desmielinizacion de los axones sobrevivientes: La desmielinizacion es la secuela de la

muerte de los oligodendrocitos por exitotoxicidad debida al glutamato y exacerbada por una
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cascada de eventos que incluyen la apoptosis, la liberacion de radicales libres, la respuesta
inflamatoria y la presencia de citocinas proinflamatorias. La desmielinizacion inicia debido a
la pérdida de oligodendrocitos que se destruyen en el epicentro de la lesién en las primeras
horas después de la LTME y continla debido a la apoptosis en la sustancia blanca en
direccién rostral y caudal durante muchas semanas [85-86]. Estos procesos patoldgicos son
particularmente evidentes en las fases subaguda y crénica de la LTME [29, 87]. Con la
pérdida de melina, los axones estan directamente expuestos a los efectos dafiinos de los
radicales libres y las citocinas proinflamatorias, lo cual conlleva a la pérdida neuronal tanto
por necrosis como por apoptosis. La desmielinizacién provoca retrasos y blogueo de la
conduccion [88-89] y debido a que los axones que atraviesan el sitio de lesion son la Unica
conexion restante entre el cerebro y las neuronas espinales caudales, la ineficiente

comunicacion a través de estos axones se convierte en un problema clinico relevante [88].

Cavitacion cistica y cicatriz glial: Otro evento que se suma la insuficiencia para regenerar el
tejido medular es la cavitacion cistica la cual después de dias a semanas de la LTME se
extiende desde el epicentro de la lesion provocando que sea encerrada por una formacion
fibrética o cicatriz glial que separa el tejido lesionado del intacto y funcional [24, 66, 90]. Se
cree que el proceso secundario de cavitacion esta relacionado con la isquemia [90-91], la
hemorragia [92-93] o la infiltracion de macréfagos y la inflamacion [94], ya que se ha
demostrado que los procesos inflamatorios conducen a la formacion de la cavitacion cistica y
la cicatriz glial en el sistema nervioso central (SNC) [66, 95]. La cicatriz glial formada
presenta una accion benéfica al limitar al tejido lesionado e impedir, en cierto modo la
expansion del dafo [96]. No obstante lo anterior, la cicatriz glial también ejerce una barrera
fisicoquimica para el crecimiento axonal. Estd formada principalmente por astrocitos
reactivos, microglia/macréfagos y moléculas de la matriz extracelular, especialmente
proteoglicanos de sulfato de condroitina [97-98]. Por otra parte, en aproximadamente en el
25% de los pacientes con LTME, la cicatriz glial rodea una cavidad quistica que
progresivamente se expande dando lugar a una condicion llamada siringomielia (sindrome

genérico que se refiere a la formacion de un quiste o cavidad dentro de la médula espinal),
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trastorno que conduce a falta funcional adicional por incremento de la presion interna de la

médula espinal [99].

Plasticidad: La plasticidad se refiere a la capacidad del SNC para reorganizarse
funcionalmente con el fin de adaptarse a un ambiente cambiante o a un cambio en la

estructura del mismo [27].

Después de una LTME el proceso de aprendizaje, de adquisicion de habilidades y de
respuesta se ven comprometidos conduciendo a una reorganizacion neuronal [100]. Esta
reorganizacion neuronal se lleva a cabo mediante la transformacion de su conectividad
interna, formando nuevos circuitos neuronales que compensan los perdidos, o bien
cambiando los elementos del que estd compuesto el sistema incorporando nuevas células, es
decir que las células precursoras enddgenas proliferan y se diferencian en respuesta a la

LTME para compensar, al menos en parte, la funcion de las células perdidas [27].

La plasticidad no estd restringida a las células neuronales y a la formaciéon de nuevos
circuitos, sino que también estd presente en las alteraciones en la morfologia celular, en el
destino y propiedades bioquimicas de las células no neuronales y en células precursoras
neuronales residentes. Estas respuestas celulares interactian entre si y contribuyen en
conjunto en la remodelacion de tejidos y en la preservacion y recuperacion de algunas

funciones [27].

Asi mismo, la plasticidad después de una LTME no solo se presenta en el sitio de lesion, sino
que también algunas regiones del cerebro se ven comprometidas [101-102]. Se ha observado
que pacientes con LTME completa muestran varias caracteristicas anormales de activacion
cerebral, a tal grado que algunos estudios sugieren pérdida parcial de la funcion de la corteza
motora. En este sentido los eventos cerebrales que normalmente ocurren durante acciones
voluntarias estan limitados después de la LTME y ademas contribuyen a la incapacidad para

realizar movimientos [10].
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Los mecanismos bioldgicos detras de la plasticidad son desconocidos, el dafio a la barrera
hematoencefalica y la respuesta inmune despuées de una LTME expone al tejido nervioso a
altas concentraciones de citocinas y factores de crecimiento que inducen cambios a nivel
celular de la médula espinal. Uno de los mecanismos que promueven la plasticidad es la

eliminacién de la inhibicion gabaérgica en la sinapsis excitatoria [103].

El GABA (4cido gamma-aminobutirico) es el neurotransmisor inhibitorio mas importante en
el cerebro, las neuronas gabaérgicas constituyen del 25-30% de la poblacion neuronal en la
corteza motora [104]. Varios estudios han demostrado que la modulacién de la inhibicion
gabaérgica juega un papel importante en la plasticidad cortical [105]. Roy y colaboradores
(2011), demostraron que la modulacion de circuitos inhibidores intracorticales gabaérgicos
esta reducida en pacientes con LTME [106], lo cual se relaciona con la plasticidad cortical

observada después de una lesion.

Aunque la plasticidad es un mecanismo que pudiese favorecer la recuperacion funcional, este
proceso podria tardar muchos afios o bien no ocurrir debido a la complejidad para regular los
mecanismos de dafio secundario creando un ambiente adverso que limita la plasticidad, la

sobrevida neuronal y la recuperacion funcional [107].

1.4 Estrategias para restablecer la funcién neurologica

En la actualidad no existe un tratamiento para restablecer la funcién neuroldgica pérdida después
de una LTME, debido a la baja capacidad de regeneracién espontanea del SNC y a la dificultad
para regular los mecanismos de dafio secundario, por lo que se han desarrollado diversas
estrategias terapéuticas experimentales las cuales se dividen en agquellas encaminadas a proteger a
las neuronas sobrevivientes después de la LTME (neuroproteccidn) y aquellas que tienen como

objetivo recuperar las células y funciones perdidas (neurorregeneracién) [108].
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Las estrategias de neuroproteccion se encargan principalmente de detener y/o evitar los
mecanismos fisiopatologicos que se desencadenan después de una LTME en etapa temprana y
cuando los métodos de neuroproteccion no son suficientemente efectivos entonces se recurre a

estrategias que favorezcan la regeneracién nerviosa [108].

Con el fin de proteger el tejido nervioso y promover la regeneracion nerviosa después de una
LTME, se han trasplantado en el sitio de lesion diferentes células y tejidos, incluyendo células de
Schwann [109], nervio periférico [110], tejido fetal [111] y células madre neuronales [112], entre
otros. Sin embargo, estos tratamientos han aportado mejoras funcionales modestas debido a la
falta de una estructura Optima y bioquimica para guiar, proteger y promover la regeneracion de

los axones a traves de la médula espinal lesionada.

Asi mismo, se han empleado diversos materiales poliméricos como puentes neuronales con o sin
células, como andamios para el soporte de varios tipos de células para trasplantes, para la

liberacion de factores troficos, o la combinacion de ambos [113-116].

No obstante el gran esfuerzo realizado para encontrar un tratamiento efectivo a fin de restablecer
la funcién neuroldgica pérdida después de una LTME, los resultados han demostrado que es
necesario aplicar una estrategia terapéutica que combine al menos dos alternativas de tratamiento
para mejorar la recuperacion funcional. Hasta la fecha, la Unica estrategia terapéutica aceptada y
usada en la clinica, una vez que el paciente esta estable, es la rehabilitacién fisica, la cual tiene el
objetivo de fortalecer los muasculos que todavia estan activos y prevenir la espasticidad de los
mismos debido a que la rehabilitacién fisica aumenta los niveles de neurotrofinas en los musculos

y en la médula espinal e induce y potencia la plasticidad neuronal [8, 117-118].
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1.4.1 Rehabilitacion fisica

La recuperacion funcional después de una LTME depende de varios factores, incluyendo el nivel
y extension de la lesion, la calidad y oportunidad de la atencion médica y quirtrgica y de las

estrategias de rehabilitacion fisica aplicadas [8].

Después de un LTME el SNC es capaz de expresar fendmenos de plasticidad espontanea tanto en
seres humanos [119-120] como en animales de experimentacion [121-124] y las estrategias de

rehabilitacion pueden favorecer y mejorar esta plasticidad [125-127] en varios niveles:

Conductual. Favorece la recuperacion de las funciones sensoriales, motoras o autonomicas.
Fisioldgica. Permite la normalizacion de los reflejos y el fortalecimiento de los potenciales
evocados motores.

B Estructural/Neuroanatémica. Se caracteriza por el crecimiento axonal, el crecimiento
dendritico y la neurogénesis.
Celular. Favorece la sinaptogenesis y el fortalecimiento sinaptico.
Molecular. Esta dada por la sobrerregulacion de neurotransmisores y factores neurotréficos,

asi como por alteraciones en la expresion génica.

Las estrategias de rehabilitacion, promueven la activacion neuronal principalmente por medio de
ejercicio pasivo 0 activo. El ejercicio pasivo se utiliza para inducir los movimientos de las
articulaciones y la retroalimentacion sensorial con el objetivo de mantener o mejorar la funcion

neuromuscular después de una LTME [8].

El ejercicio pasivo es provisto por medio de bicicletas motorizadas o por asistencia robética tanto
en los laboratorios de investigacion como en la practica clinica. Una ventaja de este enfoque es
que para realizar el ejercicio no se requiere de ningln control voluntario y se puede iniciar en
etapas tempranas después de la LTME. Se ha demostrado que el ejercicio pasivo por medio de

una bicicleta motorizada en ratas [128-130] y en los seres humanos [131-132], favorece la
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normalizacion de la electrofisiologia de las neuronas motoras, activa el reflejo H, disminuye la

espasticidad y genera cambios en la morfologia dendritica [133].

El ejercicio activo es aquel que utiliza movimientos voluntarios activos, ya sea con asistencia o
no. En personas con LTME incluye un entrenamiento locomotor por medio de una caminadora
con soporte del peso corporal con asistencia manual o robotica. El ejercicio activo no sélo influye
sobre el movimiento de las articulaciones sino que también activa funcionalmente los musculos y

los multiples modos de estimulacion aferente [8].

El entrenamiento locomotor en una caminadora con soporte del peso corporal en animales ha
demostrado que favorece la recuperacion funcional [127, 134-135], la sensibilidad [136] y la
retroalimentacion sensorial [137-138], disminuye la expresion de moléculas inhibitorias [139] y
aumenta la expresion de factores neurotroficos [136]. Asi mismo se ha demostrado que el
entrenamiento locomotor sobre una caminadora sin soporte del peso corporal, en el cual el animal
soporta el 100% de su peso favorece significativamente la recuperacion de la funcion motora
[140].

En los seres humano el entrenamiento repetitivo sobre una caminadora con soporte del peso
corporal promueve la plasticidad cortical [141-144] mejorando la transmision corticoespinal de
los masculos de las extremidades inferiores, lo cual se ve reflejado en una mejoria en la funcion
locomotora [145-146]. Es posible que la actividad generada por el entrenamiento promueva la
reorganizacion de la corteza motora, de tal manera que las motoneuronas corticales aprendan a
controlar los musculos adicionales y produzcan movimientos novedosos cuando se estimulan
[147].
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1.4.2 Materiales poliméricos como tratamiento después de una LTME

En las Gltimas décadas se han desarrollado diversos materiales poliméricos naturales y sintéticos
para la creacién de implantes que tienen un alto potencial como tratamiento después de una
LTME. Entre los polimeros naturales utilizados como andamios después de una LTME en ratas
estan incluidos el alginato, el cual ha demostrado que reduce la astrocitosis y mejora la
regeneracion axonal [148], la agarosa, la cual se integra bien al tejido y soporta el crecimiento
axonal lineal a través del implante [149-150]; y los andamios acelulares sembrados con células
estromales de la médula dsea, los cuales, reducen la muerte por apoptosis del tejido nervioso
dafado y favorecen la recuperacion funcional en un modelo de hemiseccion o lesion parcial de la
médula espinal [151]. Los polimeros sintéticos utilizados en la LTME hasta el momento han sido
el poli(2-hidroxietil metacrilato) o poli(2-hidroxietil metacrilato)-co-metil metacrilato
(PHEMA/PHEMA-MMA), el cual incrementa la angiogénesis y la regeneracion axonal [152-
153]; el poli[N-(2-hidroxipropil) metacrilamida] (PHPMA), el cual induce la mielinizacion de los
axones y reduce la astrocitosis y la formacion de la cicatriz glial [154]; y el polipirrol (PPy), al
cual nuestro grupo de investigacion le ha descrito un efecto neuroprotector mediante el aumento
de la cantidad de tejido preservado de la médula espinal y una mejor recuperacion funcional
[155-157].

Recientemente, polimeros con propiedades conductoras intrinsecas han ganado relevancia como
materiales inteligentes en aplicaciones bioldgicas [158-159]. Estos polimeros poseen las
propiedades fisicas y quimicas de los polimeros organicos y las propiedades eléctricas de los
metales [160]. Ademéas estos materiales tienen la capacidad de unirse a diversas sustancias
quimicas (dopantes) que modifican las propiedades fisicoquimicas de los polimeros. Asi mismo,
estos materiales han sido desarrollados con la capacidad de soportar y modular el crecimiento de
diversos tipos de células que los hace adecuados para aplicaciones bioldgicas y biomédicas [161].
Entre los polimeros mas estudiados por su biocompatibilidad y sus propiedades

electroconductoras se encuentra el PPy.
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1.5 Polipirrol (PPy)

1.5.1 Aplicaciones bioldgicas y biomédicas

El PPy es un polimero conjugado derivado del pirrol, no facil de sintetizar, térmicamente estable
y con una alta conductividad en comparacion con otros polimeros conductores [162]. EI PPy se
ha utilizado como biosensor para medir el colesterol [163], la glucosa en sangre [164], grupos
sanguineos, anticuerpos [165] y vapores de disolventes organicos [166]. También se ha utilizado
para el recubrimiento de sondas neuronales [167], en dispositivos para la liberacion de drogas y
biomoléculas [168] y en musculos artificiales [169]. Ademas de ser biocompatible [170], su
citocompatibilidad ha sido demostrada usando fibroblastos de raton L929 y células de

neuroblastoma Neuro2a [171].

Aunado a lo anterior, el PPy se ha sido utilizado in vitro como soporte para la adhesion y
crecimiento de diferentes tipos de células [159, 172-180] e in vivo como guia para la
regeneracion del nervio ciatico en ratas [170, 176] y por nuestro grupo de investigacion para
promover la neuroproteccién y la recuperacion de las funciones motoras y sensitivas en un

modelo de lesion por seccion completa de la médula espinal en ratas [155-157].

1.5.2 Sintesis

El PPy y derivados se sintetizan por métodos quimicos y electroquimicos convencionales [181-
183]. No obstante lo anterior, también es posible sintetizarlos por el método de plasma, con lo
que el producto presenta importantes diferencias respecto a los productos obtenidos mediante los
métodos convencionales [184]. La sintesis de polimeros por método quimico consiste en la
oxidacion de un mondémero con una molécula cuyo potencial corresponde al potencial de

oxidacién del mondémero, formando un precipitado del polimero. EI método electroquimico es
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analogo a lo oxidacion quimica, se genera una pelicula de polimero sobre un sustrato metalico en
una celda electroquimica que contiene el monomero, el solvente y la molécula dopante, la
polimerizacion ocurre por oxidacion a través de una corriente eléctrica. La sintesis electroquimica
permite controlar diversos parametros como la corriente eléctrica, las concentraciones, los
electrodos, la temperatura, entre otros, por lo que es posible controlar las propiedades del

polimero durante la sintesis [180] lo cual lo hace reproducible [185].

La polimerizacion por plasma es un método que consiste en la formacion de polimeros bajo la
influencia de un gas parcialmente ionizado (plasma) [186]. El proceso de polimerizacion por
plasma se lleva a cabo bajo condiciones de vacio en una cdmara de reaccion donde se introduce el
monomero y el dopante en fase gaseosa los cuales se ionizan por la influencia de un campo
eléctrico formando plasmas con el monomero y el dopante [187]. Los electrones de alta energia
que se encuentran a lo largo del campo eléctrico colisionan con las moléculas del monémero
generando diversas particulas altamente reactivas como iones, electrones, fragmentos
moleculares y atomicos excitados, radicales, entre otras [188]. Las particulas ionizadas del
monomero y dopante reaccionan entre si y al interaccionar con la superficie de un sustrato lo

recubren depositando una pelicula delgada de material polimérico [184].

1.6 Polimerizacién por plasma

Un plasma es un gas ionizado compuesto de una serie de particulas altamente reactivas: iones,
electrones, fragmentos moleculares y atomicos excitados, radicales, etc. [188]. Es un estado de la
materia que surge de la ionizacion de atomos y moléculas de un gas, puede ser creado en el
laboratorio al exponer las moléculas de un gas a campos eléctricos, energia calorifica alta, o
radiacion de alta energia [186, 189]. En este estado el ambiente quimico es muy reactivo por lo
cual se producen muchas reacciones quimicas. La alta densidad de especies ionizadas y excitadas
en el plasma puede cambiar las propiedades superficiales de los materiales normalmente inertes,
lo cual ha sido de gran interés en el area biomédica [190].
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La polimerizacién por plasma es un método que consiste en la formacién de materiales
poliméricos bajo la influencia de un gas parcialmente ionizado. La ionizacion de los atomos del
gas se inicia cuando un campo eléctrico impuesto genera un incremento en los niveles de energia
de las particulas provocando colisiones entre los atomos que eventualmente desprenden
electrones los cuales participan en las siguientes colisiones con otras moléculas. La transferencia
de energia a las moléculas del gas conduce a la formacion de una serie de especies quimicamente
reactivas, algunas de las cuales se convierten en precursoras de la reaccion de polimerizacién por
plasma [186].

Aunque en la polimerizacion por plasma, la secuencia de las reacciones no son claras debido a la
complejidad del proceso de polimerizacion, las condiciones de sintesis como: frecuencia, presion,
potencia, voltaje, temperatura en el reactor, flujo del mondémero y dopante son controlables, por

lo que los materiales obtenidos por este método son reproducibles. [191].

Las ventajas de los materiales obtenidos por polimerizacion por plasma en comparacion con los

obtenidos por métodos quimico y electroquimico convencionales son las siguientes:

B La polimerizacién ocurre a partir de particulas de alta energia en fase gaseosa y campos
eléctricos en lugar de agentes quimicos (iniciadores, aceleradores o disolventes) los cuales
pueden ser peligrosos o toxicos [187, 192-193] por lo que deben ser cuidadosamente
removidos de los polimeros antes de aplicarse en algln sistema bioldgico para evitar efectos

no deseables en el sistema al que serian aplicados.

B El polimero obtenido por plasma no tiene una estructura con una unidad de repeticion regular
como en los métodos quimicos y electroquimicos, sino una estructura tridimensional y
entrecruzada [184, 190, 194-195] por lo que las propiedades fisicas y quimicas son diferentes

a los otros polimeros aunque deriven de la mismas moléculas de partida [190].
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B Por su estructura los polimeros sintetizados por plasma son quimicamente inertes, insolubles,

mecanicamente resistentes y térmicamente estables [185, 194].

B La formacion de los polimeros por plasma ocurre en fase gaseosa lo cual permite sintetizar
polimeros sobre cualquier superficie expuesta al plasma en forma de peliculas delgadas
fuertemente adheridas a las superficies y libres de poros convirtiéndolo en un método efectivo
para la modificacién y recubrimiento de superficies aun y cuando sean de forma compleja
[190].

B E| tratamiento de superficies por polimerizacion por plasma es una técnica eficaz y
econdémica. Ademas permite mejorar la funcionalidad de los materiales modificando su
superficie. Los materiales existentes se pueden seguir utilizando sin la necesidad desarrollar
nuevos materiales ahorrando tiempo para el desarrollo de nuevos dispositivos biomédicos
[190].

Debido a estas propiedades sobresalientes de los materiales o dispositivos fabricados o tratados
por el método de plasma en los ultimos afios se han utilizado en una gran variedad de
aplicaciones biomédicas tales como el tratamiento de superficies para mejor adhesion y
crecimiento de diversos tipos de células [180, 196-200], para la liberacion de farmacos [201-
205], para la inmovilizacién de biomoléculas [206-209] o para prevenir la adhesion bacteriana
[210], en andamios para su uso en ingenieria de tejidos [205-206, 210- 214], en injertos
vasculares [215-216], stents [217], catéteres [218], valvulas cardiacas [219], lentes intraoculares
[220-221], biosensores [222-226] e implantes [155-157, 201, 204, 227-232].

Otro campo importante de la aplicacion del método de plasma es para la esterilizacion o
biodescontaminacion de materiales y dispositivos para fines médicos. La sustitucion de vidrio y
acero en dispositivos de uso médico por materiales poliméricos ha dado lugar al uso de
procedimientos de esterilizacion que ya no se basen en tratamientos térmicos [191]. En varios

estudios, se ha demostrado que el método de plasma de baja presién puede inactivar o eliminar
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microorganismos y virus, asi como otras materias organicas como proteinas, pirdbgenos o priones
[232-236].

1.7 Implantes derivados del pirrol sintetizados por diferentes
meétodos en un modelo de lesion por seccion completa de la médula
espinal en ratas.

Aunque el PPy ha demostrado ser un material con un gran potencial en diversas aplicaciones
bioldgicas y biomédicas por sus propiedades eléctricas, biocompatibilidad y bioestabilidad, las
diferencias en la estructura quimica y fisica de los materiales al ser obtenidos por diferentes
métodos de sintesis podrian presentar variaciones en su efecto al ser aplicado en un medio

bioldgico.

En un trabajo previo, nuestro grupo de investigacién, estudio el efecto de diferentes implantes
derivados del pirrol; polipirrol (PPy) obtenido por sintesis quimica (uno adquirido en el
laboratorio y otro adquirido de Sigma Aldrich) y otro por polimerizacion por plasma, también se
sintetizd el copolimero polipirrol/polietilenglicol (PPy/PEG) por metodo electroquimico, asi
como por polimerizacion por plasma. Se compard su estructura quimica, su integracion al tejido
nervioso, la respuesta inflamatoria que producian en el tejido huésped y su efecto sobre la
recuperacion funcional en un modelo de lesién por seccién completa de la médula espinal en

ratas (Anexo 1y 2).

Los resultados mostraron que los implantes obtenidos por sintesis quimica tuvieron una
estructura quimica similar. Los implantes no se integraron al tejido nervioso observandose una
gran cantidad de tejido destruido y células inflamatorias alrededor de los implantes. Aunque los
animales mostraron cierta recuperacion funcional al principio del estudio, dicha recuperacion
decay6 al paso del tiempo. Aunado a lo anterior, la sobrevida de los animales que recibieron este

tipo de implante fue baja.
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En contraste con lo anterior, los animales implantados con PPy sintetizado por plasma, mostraron
una favorable integracion al tejido nervioso, poca destruccion del mismo y una recuperacion
funcional significativa al compararlos con los animales implantados con materiales obtenidos por

sintesis quimica y con los animales pertenecientes al grupo Control (lesionados, sin tratamiento).

Aunque ambos implantes del copolimero PPY/PEG sintetizados tanto por plasma como
electroquimicamente, se integraron bien al tejido nervioso, la recuperacion funcional fue
diferente, debido a que los animales que recibieron implantes de PPy/PEG sintetizados por
plasma mostraron una mejor recuperacién motora, con respecto a los animales pertenecientes al

grupo Control y aquellos que recibieron implantes obtenidos electroquimicamente.

Los resultados mostraron diferencia significativa en los efectos sobre la recuperacion funcional y
sobre la integracion de los implantes al tejido nervioso dependiente del método de sintesis de los
distintos implantes. Méas aun, aunque los polimeros tenian las mismas moléculas de origen, el
analisis de IR mostré que el método de sintesis afecta la estructura quimica del material. Wang y
colaboradores (2004), demostraron que la estructura quimica de PPy y del politiofeno sintetizado
por plasma son diferentes a los sintetizados quimicamente, ya que los materiales obtenidos por
plasma son altamente entrecruzados y ramificados [237], por lo que no tienen una estructura con
una unidad de repeticion regular como con los métodos quimicos y electroquimicos
convencionales, sino que una estructura tridimensional [184, 190, 194-195], caracteristica que
favorece su aplicacion en el campo de cultivos celulares. Asi mismo, se pudo observar en los
espectros de IR que los materiales sintetizados por plasma presentan picos predominantes en la
zona de absorcidn correspondiente a los grupos amina. Las superficies ricas en aminas favorecen
la adsorcidn de proteinas y la adhesion celular, ya que proveen sitios para la inmovilizacion de
biomoléculas [238]. En la literatura se encuentran reportes de que el PPy sintetizado por plasma
crea una capa superficial rica en grupos amina [155, 239-240]. Ademas, los polimeros
sintetizados por plasma son insolubles, mecanicamente resistentes, térmicamente estables y
quimicamente inertes [185, 194], caracteristicas que los hacen méas deseables como implantes en

un sistema bioldgico.
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El efecto benéfico de los implantes sintetizados por polimerizacion por plasma puede deberse
directamente a la estructura fisicoquimica que le da el método de sintesis a los materiales,
principalmente a la presencia grupos funcionales metil-, hidroxilo, amino y carboxilo, los cuales
también se encuentran en superficies bioldgicas naturales, lo cual favorecié su estadia al ser

implantados en un modelo de lesion por seccién completa de la médula espinal en ratas.
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2. Justificacion

En la actualidad no existe un tratamiento eficaz para la LTME, patologia que puede causar
paraplejia o tetraplejia. Esto se debe a la baja capacidad de regeneracion espontanea del sistema
nervioso y a la complejidad para regular los mecanismos de dafio secundario Debido a esto, mas
de una estrategia terapéutica podria ser necesaria para recuperar las funciones perdidas después
de una LTME.

La Unica estrategia terapéutica aceptada y usada en el &mbito clinico es la rehabilitacion fisica, la
cual a pesar de demostrar efectos benéficos sobre la recuperacion funcional, dicha recuperacion
es limitada. Ademas, el inicio del tratamiento se aplica mucho tiempo después de la lesién
primaria, una vez que el paciente fue diagnosticado y esta estable. Para incrementar los efectos
benéficos de la rehabilitacion fisica, se requiere combinar con otra estrategia terapéutica que se
pueda aplicar antes de la rehabilitacion fisica y que favorezca la proteccion del tejido nervioso y

la recuperacion funcional, con el fin de alcanzar un mejor resultado.

En estudios previos, realizados en nuestro grupo de investigacion [155-157] se ha demostrado
que los polimeros derivados del pirrol: PPy, PPy/l y PPy/PEG, sintetizados y dopados por plasma
tienen una buena compatibilidad después de ser implantados en la médula espinal de rata en un
modelo de lesion por seccion completa, reducen la respuesta inflamatoria, promueven la
proteccion del tejido nervioso, incrementan el impulso de potenciales evocados
somatosensoriales y la recuperacién funcional en comparacion a los animales Control (lesionados
sin tratamiento). Cabe destacar que los mejores resultados se obtuvieron con los implantes de
PPy/I.

No obstante los prometedores resultados de los implantes derivados del pirrol obtenidos por el

método de plasma. En la clinica, una lesion en la médula espinal rara vez resulta en una seccion

completa y el tratamiento no se podria aplicar por medio de un implante en forma de pastilla, ni
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inmediatamente después de la lesion. Para acercarse a los casos clinicos, en el presente trabajo se
propone que el tratamiento de PPy/l pueda administrarse por medio de una inyeccion para evitar
un mayor dafio a la médula espinal y 48 horas después de la lesion primaria, una vez que el
edema causado por el traumatismo haya disminuido. También se propone el tratamiento
combinado de implantes de PPy/l con rehabilitacion fisica sobre una caminadora para promover

una mejor recuperacion funcional en comparacion al uso de estas dos estrategias por separado.
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3. Hipotesis

Si el PPy/I favorece la neuroproteccion y la recuperacién funcional y si la rehabilitacion fisica
usando una caminadora favorecen los procesos de plasticidad y la recuperacion funcional después
de un modelo de lesion por contusion moderada de la médula espinal en ratas, entonces la
combinacion de estas estrategias terapéuticas, podrian potenciar su efecto benéfico en

comparacion a su uso por separado.
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4. Objetivos

4.1 General

B Evaluar el efecto de un implante de polimero semiconductor sintetizado por plasma en
combinacién con rehabilitacion fisica para restablecer la funcion motora después de una

lesion traumatica de la médula espinal.
4.1.2 Particulares

B Determinar el tipo de particula, morfologia y volumen del implante de PPy/I para un modelo

de lesion por contusién moderada de la médula espinal de ratas.

B Evaluar el efecto del PPy/l en un modelo de lesion por contusion moderada de la médula

espinal de ratas sobre la proteccion del tejido nervioso y la recuperacién funcional.

B Evaluar el efecto de rehabilitacion fisica usando una caminadora en un modelo de lesion por
contusion moderada de la médula espinal de ratas sobre la proteccion del tejido nervioso y la

recuperacion funcional.
B Evaluar el tratamiento combinado de PPy/l mas rehabilitacion fisica usando una caminadora

sobre la proteccion del tejido nervioso y la recuperacién funcional en comparacion al uso de

los tratamientos por separado.
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5. Material y métodos

5.1 Obtencion de nanoparticulas de PPy/I

Nanoparticulas de PPy/I fueron sintetizadas por el método de polimerizacion por plasma en un
reactor tubular de vidrio (Pryex) de 25 cm de longitud y 9 cm de diametro. Cada extremo del
tubo se sell6 con una tapa de acero inoxidable. Cada tapa tiene tres puertos de acceso, el puerto
ubicado en la parte central de la tapa es para insertar un electrodo de acero inoxidable, que estan
formados por una varilla circular y una placa circular plana de 6.5 cm de didmetro. EI monémero
y el dopante, pirrol (Aldrich, 98%) y yodo (Aldrich, 99.8%), respectivamente, se depositaron en
recipientes separados y se conectaron al reactor por los puertos de acceso laterales. El proceso
inicio reduciendo la presion en el reactor a 0.1 mbar, las descargas eléctricas se iniciaron en el
aire con un generador de potencia Advanced Energy RFX-600 con resistencia de acoplamiento a
13.56 MHz aplicando una potencia de 40 W. Un electrodo se conect6 al puerto RF del generador
y el otro electrodo se conecto a tierra, la separacion entre los electrodos fue de 7 cm (Figura 5).
Una vez iniciadas las descargas eléctricas con el aire residual, los recipientes con el monémero
y dopante se abrieron para dejar que sus vapores se mezclaran libremente en el interior del
reactor. Las descargas excitaron los gases formando plasmas de ambos componentes, los cuales,
se combinaron quimicamente para formar particulas de PPy con yodo. EIl tiempo de sintesis fue
de 240 min.

Terminada la sintesis se obtuvieron particulas esféricas homogéneas de PPy/l de tamafio

nanomeétrico, denominadas en este trabajo como nanoparticulas. El polvo se recolectd del reactor

con un pequefio cepillo.
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Figura 5. Diagrama de reactor de polimerizacion por plasma.

5.2 Obtencidon de mesoparticulas de PPy/I

Peliculas delgadas de polipirrol dopadas con yodo (PPy/I) fueron sintetizadas por el método de
polimerizacion por plasma en un reactor tubular de vidrio (pirex) de 9 cm de diametroy 25 cm
de longitud, con dos electrodos planos de acero inoxidable de 7 cm de didmetro y separacion
entre ellos de 7cm. Un electrodo se conectd a tierra y el otro a la sefial de RF de 13.5 MHz de un
generador de potencia Advanced Energy RFX-600 con resistencia de acoplamiento. La presion
en el reactor se mantuvo en el intervalo de 10 mbar con tiempo de sintesis de 240 min y
potencia de 80 W. En estas condiciones, se iniciaron descargas eléctricas con el aire residual y
posteriormente se introdujo el pirrol (Aldrich, 98%) y yodo (Aldrich, 99.8%) formando plasmas
de ambos componentes. No se usaron gases portadores u otros reactivos quimicos durante la
sintesis. Ambos, monémero y dopante se vaporizaron y entraron al reactor a través de puertos
separados y se mezclaron en su interior. Las descargas promovieron simultaneamente la
polimerizacion y dopaje produciendo peliculas delgadas de PPy/I adheridas a las paredes internas

del reactor.
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Las peliculas se hincharon con acetona y se lavaron con agua destilada, posteriormente se
retiraron de las paredes del reactor con una espatula delgada. Las peliculas se secaron y
pulverizaron manualmente en un mortero de &gata durante 10 min obteniendo particulas de

diferente tamafio y geometria denominadas en este trabajo como mesoparticulas.

5.3 Caracterizacion de las particulas

Para caracterizar las nanoparticulas y mesoparticulas de PPy/l se realizd espectroscopia
infrarrojo (IR), microscopia electrénica de barrido con andlisis elemental y anélisis de la
distribucion de tamafio de particula. Estas técnicas se llevaron a cabo en las instalaciones del

Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares.

5.3.1 Espectroscopia IR

El analisis de composicion de los materiales se realiz6 en un espectrofotdémetro Nicolette 550,
muestreando directamente sobre el polvo de nanoparticulas o mesoparticulas, usando 32 escaneos

con un intervalo de longitud de onda de 400-4000 cm™ con una resolucion de 4 cm™.
Después de obtener el espectro IR de las nanoparticulas y de las mesoparticulas de PPy/I, se

identificaron los picos predominantes en la estructura y se asociaron a una region de absorcion,

para determinar los grupos funcionales presentes en los materiales.

5.3.2 Microscopia electrénica de barrido y analisis elemental

Las caracteristicas morfoldgicas de las nanoparticulas y mesoparticulas de PPy/I se observaron
en un microscopio electronico de barrido Jeol JMS 5900LV usando un voltaje de aceleracion de
20 kV. El microscopio fue acoplado a una sonda de dispersion de energia EDS Oxford INCA-
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XACT, para el andlisis elemental. Las imagenes fueron procesadas con el programa Olimpus

Measure IT.

’

5.3.3 Distribucion de tamafio de particula

Para realizar el analisis de distribucion de tamafio de particula se tomaron imagenes de
microscopia por escaneo electrénico de muestras separadas de polvo de nanoparticulas y
mesoparticulas de PPy/I, las muestras fueron aproximadamente de 400 particulas y se aplicé la
ecuacion 1 usando el tamafio de particula méas representativo de las micrografias analizadas. La

media armoénica corresponde al valor maximo de f(®) en el PPy/l [241].

1 _1(b-m)?
L )

f(@) =

Donde: f(®) es una distribucion normal, @ es el tamafio de particula, u es la media armonica, o la

desviacion estandar.

Para medir el tamafio de particula en el caso de las nanoparticulas se calculé midiendo el
diametro y en el caso de las mesoparticulas se analiz6 midiendo la dimensién mas grande de cada

particula.

5.4 Fabricacion de los implantes

La preparacion de los implantes se realizd en colaboracion con el Instituto Nacional de
Investigaciones Nucleares y del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Una vez
caracterizados los materiales, se pesaron 5 mg de nanoparticulas o de mesoparticulas de PPy/l y
se les adicion6 1 mL de solucion salina (solucidn fisioldgica, 0.9 % cloruro de sodio) en viales de
5 mL, los cuales, se colocaron en un agitador ultrasonico durante 30 min para disgregar los

aglomerados. Finalmente los viales fueron esterilizados en autoclave y se obtuvieron las
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siguientes suspensiones:

B NPs — Nanoparticulas de PPy/I suspendidas en solucién salina a una concentracion
de 5mg/mL.
B MPs— Mesoparticulas de PPy/l suspendidas en solucion salina a una concentracion

de 5mg/mL.

5.5 Grupos experimentales

Acorde a los lineamientos establecidos la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio [242]
y al dictamen otorgado por el Comité Local de Investigacion en Salud 3601 (Anexo 4). Se

desarroll6 el siguiente modelo experimental:

Cuarenta y cinco ratas hembras de la cepa Long Evans de entre ocho y nueve semanas de edad,
con peso corporal de entre 220 a 260 g, sanas y sin ningn procedimiento experimental previo,
fueron sometidas a una lesién por contusion moderada de la médula espinal (LPCMME) a nivel

toracico nueve (T9) y se dividieron en nueve grupos experimentales.

Control: Animales con LPCMME (n=8),

SS (vehiculo): Animales con LPCMME maés solucidn salina a un volumen de 30 pL (n=5),
NPseo: Animales con LPCMME mas NPs a un volumen de 60 uL (n=3),

MPs10: Animales con LPCMME méas MPs a un volumen de 10 pL (n=3),

MPs3o0: Animales con LPCMME méas MPs a un volumen de 30 pL (n=8),

MPseo: Animales con LPCMME mas MPs a un volumen de 60 uL (n=3),

Control-RF: Animales con LPCMME mas rehabilitacion fisica (n=5),

SS-RF: Animales con LPCMME mas solucién salina a un volumen de 30 uL en combinacion
con rehabilitacion fisica (n=5).

MPss30-RF: Animales con LPCMME mas MPs a un volumen de 30 uL en combinacion con
rehabilitacion fisica (n=5).
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5.6 Procedimientos quirdrgicos

Todos los procedimientos quirargicos realizados en este trabajo de investigacion se llevaron a
cabo en las instalaciones del Proyecto Camina A.C.

5.6.1 Anestesia

Antes de cada procedimiento quirargico, los animales se anestesiaron via intramuscular con una
mezcla de ketamina (77.5mg/kg de peso corporal) e hidrocloruro de xilacina (12.5 mg/kg de

peso corporal).

5.6.2 Lesion por contusion moderada de la médula espinal

Una vez anestesiados los animales y en condiciones de asepsia y antisepsia, se realizé una
incision longitudinal sobre la piel en la zona media de la espalda, se disecd el tejido conectivo y
los musculos paravertebrales para dejar expuestas las apofisis espinosas de los niveles toracicos
8,9y 10 (T8, T9 y T10). Con una gubia se extirpo la apdfisis espinosa T9 y parte de T8, y con
unas pinzas finas se retiraron cuidadosamente las laminillas toracicas dejando expuesto el tejido
de la médula espinal y entonces una LPCMME fue producida por un equipo New York
University Spinal Cord Impactor (NYU impactor). La lesion se produjo dejando caer un cilindro
métalico de 10 g de peso a una altura de 25 mm (25 g/cm), directamente sobre la médula espinal.
Por medio del software del equipo New York impactor se pudo conocer la altura, velocidad,
tiempo y deformacion de la médula espinal al momento del impacto; sélo los animales lesionados
con un error menor o igual al 5 % fueron incluidos en el estudio para hacerlo altamente

reproducible. Al final de la LPCMME los musculos paravertebrales y piel fueron suturados.
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Al término de la cirugia, los animales recibieron via intramuscular 200 pL de penicilina
benzatinica (1, 200,000 U.1.) en una sola dosis y como analgésico paracetamol disuelto en el agua
de bebida (0.31ml/62.5ml) por un periodo de tres dias. Los animales fueron colocados en una
unidad de cuidados intensivos para animales pequefios (Schoer Manufacturing CO., Kansas City,
MO, USA), hasta que se recuperaron de la anestesia, y Yya recuperados, se colocaron en jaulas
individuales de acrilico con aserrin estéril y fueron alimentados e hidratados a libre demanda

hasta el término del estudio.

5.6.3 Colocacion del implante

Transcurridas 48 h después de la LPCMME los animales fueron anestesiados y en condiciones
de asepsia y antisepsia se removieron las suturas para dejar expuesto el sitio de lesion en la
médula espinal. Posteriormente a los animales se les administro aleatoriamente solucion salina,
NPs o MPs (previa agitacién mecanica con un mezclador vortice durante 20 s) directamente en el
epicentro de la lesion utilizando una jeringa Hamilton orientando el bisel de la aguja lateralmente.
Los animales Control no recibieron ningin implante. Finalmente se procedié a suturar los

musculos paravertebrales y la piel y recibieron los cuidados post-operatorios pertinentes.

5.7 Rehabilitacion fisica

El tratamiento de rehabilitacion fisica se llevo a cabo en las instalaciones del Proyecto Camina
A.C. en una caminadora comercial modelo pawwws pet treadmil 42 inch a la cual se le
adaptaron varios carriles (Figura 6). La rehabilitacion se realizé en posicion cuadripeda, sin
ayuda de soporte del peso corporal. La terapia se inicié a partir del sexto dia después de la
LPCMME, veinte minutos diarios, cinco dias a la semana por un periodo de ocho semanas. La

velocidad de la caminadora se mantuvo en un rango entre 13.9 a 16.7 cm/s.

40



Material y métodos

Figura 6. Caminadora comercial modelo pawwws pet treadmil 42 inch con adaptacion de carriles.

5.8 Evaluacion funcional

La evaluacion funcional del tren posterior de los animales se llevé a cabo en las instalaciones del
Proyecto Camina A.C., utilizando la escala Basso, Beattie y Bresnahan o BBB [243], la cual
evalUa la funcion motora en base en el movimiento de las articulaciones de la cadera, rodilla y
tobillo de cada pata. La escala consta de 22 puntos de recuperacién motora, donde 0 representa la

ausencia de movimiento y 21 una marcha normal (Anexo 5).

La prueba se aplico durante cinco minutos en un campo abierto por dos observadores cegados al
tratamiento que recibié cada animal. La primera evaluacion se realizO 24 h después de la
LPCMME con el objetivo de corroborar la paralisis de las patas traseras de los animales incluidos

en el estudio y posteriormente una vez por semana durante 9 semanas
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5.9 Analisis histoldgico y morfométrico

Nueve semanas después de la LPCMME, todos los animales fueron anestesiados como se
describié en el apartado 5.6.1 seguida de una administracion intraperitoneal de 0.2 mL de
heparina. Con los animales en plano anestésico profundo, se realiz6 una toracotomia amplia para
canular la aorta ascendente y perfundir via intracardiaca con una bomba peristaltica con 200 mL
de solucién salina fria, seguida de 400 mL de parafolmaldehido al 4 % en buffer de fosfatos.
Ambas soluciones se transfundieron a una velocidad de 30 mL/min. Al término de la perfusion se
extrajeron 2 cm de médula espinal incluyendo el epicentro de la lesion, 1 cm en direccién caudal

y 1 cm en direccidon céfalica y se coloco en el mismo fijador para posfijar durante siete dias.

Posteriormente, la médula espinal se deshidraté en alcoholes en forma gradual: alcohol etilico al
50 %, 80 %, 95 % Yy alcohol absoluto (30 min en cada uno), después se aclaré con 2 bafios de
xileno (30 min en cada uno) y se incluy6 en parafina. Se realizaron cortes longitudinales de 10
pMm  de espesor con un microtomo y se pasaron a un bafio de flotacion con agua a 45°C (a cada
litro de agua se le agregaron 0.5 g de gelatina bacterioldgica) y luego se colocaron en laminillas
de vidrio para ser tefiidos con hematoxilina y eosina de Harrys (Anexo 6) para realizar analisis

histologicos y morfométricos.

Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio de luz y digitalizadas en una computadora
equipada con el software IM 500 y una camara digital CCD-IRIS Sony. La evaluacion
morfométrica se realizé con el software Image Database V.4.01 (Leica). El tejido preservado fue
medido en un corte por rata sobre un area de 25.07 mm? que contenia el epicentro de la lesion y
tomando como referencia el canal ependimario. El sacrificio de los animales se llevo a cabo en
las instalaciones de Proyecto Camina A. C., el procesamiento de las muestras histoldgicas se
realiz6 en el Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social y el

analisis histolégico y morfométrico en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.
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5.10 Analisis estadistico

A todos los datos obtenidos al aplicar la escala BBB y de las medicion de tejido preservado se les
realiz6 una prueba de estadistica descriptiva, asi como la prueba de homogeneidad de varianzas
de Levene para determinar si se utilizaba una estadistica paramétrica 0 no paramétrica.
Posteriormente, para analizar los datos de las evaluaciones funcionales con la escala BBB se
utilizé la prueba de ANOVA de medidas repetidas seguida por la prueba de Dunnett y los
resultados obtenidos de la medicion de tejido preservado fueron analizando utilizando la prueba
Kruskall-Wallis seguida de la prueba de U de Mann-Whitney. Las diferencias estadisticas fueron

consideradas cuando p< 0.05. Todos los analisis fueron realizados con el software SPSS 16. 0.
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6. Resultados

6.1 Caracterizacion de las nanoparticulas y mesoparticulas de PPy/I

6.1.1 Morfologia

La figura 7 muestra la morfologia de las nanoparticulas de PPy/I utilizadas como implante. En la
figura 7 (a), (b) y (c) se muestran las micrografias de las nanoparticulas con amplificacion de
50,000, 40,000 y 30,000 X respectivamente. De forma general se puede observar que las
particulas son de forma esférica y superficie lisa con tendencia a formar aglomerados. Los
valores del diametro de las nanoparticulas estan en el intervalo de 40 a 200 nm con valor

promedio de 91.5 nm (Figura 7-d).

La figura 8 (a), (b) y (c) muestra diferentes aspectos de la morfologia de las mesoparticulas de
PPy/I a la misma amplificacion, 1000 X, se puede observar que las particulas presentan superficie
ligeramente rugosa con diferente tamafio y geometria irregular con tendencia a formar
aglomerados con otras particulas vecinas de dimensiones menores. Debido a su geometria
irregular, se analizo el tamafio de las particulas (ver apartado 5.3.3) midiendo la dimension mas
grande de cada particula. La distribucion de tamafio normal de las mesoparticulas se encontré en

el intervalo de 0.6 a 25.9um, con un tamafio promedio de 4.2 um (Figura 8-d).
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Figura 7. Morfologia de nanoparticulas de PPy/l, (a), (b) y (c). Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido de
nanoparticulas de PPy/I sintetizadas por el método de plasma. Barra de calibracion 0.5 um. (d) Distribucion de tamafio.
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Figura 8. Morfologia de mesoparticulas de PPy/I, (a), (b) y (c). Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido de las
peliculas de PPy/l molidas (mesoparticulas) sintetizadas por el método de plasma. Barra de calibracién 10um. (d) Distribucion
de tamafio.

6.1.2 Espectroscopia IR

Los espectros IR de las nanoparticulas (Figura 9-a)) y mesoparticulas (Figura 9-b) de PPy/I
presentan estructura similar, lo cual sugiere que prevalece la misma estructura quimica en ambos
polimeros, con absorciones centradas en 3430 cm™, 2932 cm™, 2220 cm™, 1630cm™, 1435 cm™? y
604 cm™,

La absorcion mas significativa se encuentra en 3430 cm™ la cual corresponde a diferentes

vibraciones de grupos N-H primarios y secundarios de los enlaces del pirrol [239-240] y O-H
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debido a la oxidacion con la interaccion atmosférica. La absorcion centrada en 2932 cm™ indica
la presencia de grupos alifaticos C-H originados probablemente por fragmentos de anillos de
pirrol debido a las colisiones de alta energia de las particulas en el plasma durante la sintesis. La
absorcion en 2220 cm™ y 2364 cm™ se pueden relacionar con enlaces triples C=N y C=C, los
cuales se deben a la oxidacion y deshidrogenacion intensa de las moléculas. Otra consecuencia
de este fendmeno son los dobles enlaces consecutivos entre N, C y O tales como N=C=C,
0O=C=C, C=C=C en diferentes combinaciones porque la energia requerida para formar triplesy
dobles enlaces en esas combinaciones es similar. Los enlaces dobles individuales C=C, C=Ny
muy posiblemente C=0 pueden estar relacionados con la absorcion centrada en 1630 cm™. Los
C=C son parte de la estructura del pirrol y por consiguiente de sus polimeros; y los enlaces C=0

y C=N son un indicativo de la deshidrogenacion y/o oxidacién del polimero.

La absorcion centrada en 1435 cm™ puede relacionarse con el esqueleto de carbono de la
estructura del pirrol -C=C-. La sustitucion de atomos de hidrogeno en los anillos del pirrol se
puede identificar en el pequefio pico de absorcion en 640cm™, lo que indica la presencia de yodo

en las particulas.
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Figura 9. Espectro infrarrojo. a) Nanoparticulas de PPy/l y b) Mesoparticulas de PPy/I.

47



Resultados

6.1.3 Analisis elemental

El anélisis elemental en porcentaje atdbmico (%At) de C, N, O e | en las nanoparticulas y
mesoparticulas de PPy/l se muestra en la Tabla Il. En el andlisis se encontrd que los elementos
como C, N, O e I son parte estructural de las particulas. EI O, es un elemento que se adiciond por
oxidacion después de la sintesis como consecuencia de la interaccion atmosférica. La
participacion de | es baja en ambos polimeros debido a que este elemento tiene la funcion de

dopante y su contenido es bajo al nivel de una impureza.

Tabla I1. Porcentaje atomico en las nanoparticulas y mesoparticulas

de PPy/I
Elemento %At nanoparticulas %At mesoparticulas
C 76.90 74.78
N 18.19 14.38
(0] 4.86 9.12
| 0.05 0.78

6.2 Efecto de implantes de NPs y MPs de PPy/l en un modelo de
LPCMME en ratas
6.2.1 Estudio piloto 1. Seleccion del implante

6.2.1.1 Recuperacion de la funcion motora

Se evalud la funcién motora 24 h después de la LPCMME para corroborar que el tren posterior
mostrara paralisis bilateral completa en todas las ratas (BBB=0). Posteriormente los animales se
evaluaron una vez por semana por un periodo de 2 meses. Los resultados fueron los siguientes, 8

semanas después de la lesion (Figura 10):
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B Control (n=3): BBB=7, los animales tuvieron movimiento amplio de las tres articulaciones
(cadera, rodilla y tobillo).

B NPseo (n=3): BBB= 7, los animales tuvieron movimiento amplio de las 3 articulaciones
(cadera, rodilla y tobillo)

B MPseo (n=3): BBB=12.5, los animales dieron pasos frecuentes con soporte de peso plantar y

mostraron coordinacién ocasional entre las patas delanteras y las patas traseras.

En los resultados se puede observar que los animales implantados con 60 pulL de NPs mostraron
una recuperacion funcional motora similar a los animales Control y los animales implantados con
60 uL de MPs tendieron a una mejor recuperacion funcional en comparacion tanto con los
animales implantados con NPs como con los animales del grupo Control (Figura 10).
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Figura 10. Evaluacion de la recuperacion locomotora progresiva mediante por la escala BBB después de una lesion por contusion
moderada de la médula espinal (LPCMME) en ratas. Control: animales sin implante; NPseo: animales implantados con 60pl de
nanoparticulas de polipirrol/yodo (PPy/l) ; MPseo: animales implantados con 60 puL de mesoparticulas de PPy/I. Los resultados se
expresan como medias tEE. ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett. *Diferencia significativas entre el
grupo Control y los grupos NPsgo yMPseo (N se observo diferencia significativa).
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6.2.1.2 Analisis histolégico

Ocho semanas después de la LPCMME, los animales fueron sacrificados para analizar la
integracion de los implantes al tejido nervioso. El grupo Control sin implante (Figura 11-Ay B) y
el grupo NPs (Figura 11-E y F) mostraron quistes de diferentes dimensiones predominando los de
gran tamafio en el epicentro de la lesion y varios microquistes tanto en el sitio de lesion como en

la sustancia blanca y gris adyacente, aunque esta respuesta fue mayor en el grupo Control.

El grupo MPsgo (Figura 11-C y D), mostré quistes de menor tamafio en comparacion con los
animales implantados con NPs y los animales Control, y una gran cantidad de microquistes tanto
en el epicentro como en las areas adyacentes al sitio de lesion, mostrando menor dafio al tejido
medular. También se observé una buena integracion de las MPs al tejido nervioso sin respuesta

de rechazo.
En todos los grupos se observo presencia de células inflamatorias en la sustancia gris y blanca, y

en la zona de lesion; sin embargo, se observa mayor presencia de estas células en el grupo

Control.
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Figura 11. Fotomicrografias representativas de cortes longitudinales de la médula espinal de ratas que muestran la zona del
epicentro de una lesién por contusion moderada de la médula espinal (LPCMME) donde se observa la interaccion del implante
con el tejido nervioso, las alteraciones en la citoarquitectura de la médula espinal, la destruccidn del tejido nervioso, la presencia
de células inflamatorias (CI) y el tamafio de los quistes (Q) formados. A y B) Control: animales sin implante; C y D) NPs:
animales implantados con 60puL de nanoparticulas de polipirrol/yodo (PPy/l); E y F) MPseo: animales implantados con 60uL de
mesoparticulas de PPy/I. Barra de calibracion:1 mm (A, C y E) y 50 um (B, D y F). Tincion Hematoxilina/eosina (Anexo 6).
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6.2.2 Estudio Piloto 2. Tamafo del implante

Después de demostrar que los implantes de MPs favorecen la recuperacion funcional motora y la
preservacion del tejido nervioso después de una LPCMME vy con el fin de definir un tamafio de
implante, se comparo el efecto de tres diferentes volimenes de MPs: 10 uL, 30 uL y 60 uL (0.05
mg, 0.15 mg y 0.3 mg de MPs, respectivamente).

6.2.2.1 Recuperacion de la funciéon motora

Se evalud la funcién motora 24 h después de la LPCMME para corroborar que el tren posterior
mostrara parélisis bilateral completa en todas las ratas (BBB=0). Posteriormente los animales se
evaluaron una vez por semana por un periodo de 2 meses. Los resultados fueron los siguientes, 8

semanas después de la lesion (Figura 12):

B Control (n=3): BBB=7, los animales tuvieron movimiento amplio de las tres articulaciones
(cadera, rodilla y tobillo).

B MPses (n=3): BBB=12.5, los animales dieron pasos frecuentes con soporte de peso plantar y
mostraron coordinacién ocasional entre las patas delanteras y las patas traseras.

B MPs3 (n=3): BBB=13, los animales dieron pasos frecuentes con soporte de peso plantar y
mostraron coordinacion frecuente entre las patas delanteras y las patas traseras.

B MPswo (n=3): BBB=13.5, los animales dieron pasos frecuente con soporte de peso plantar y
mostraron coordinacion constante entre las patas delanteras y las patas traseras y en ocasiones
se presenta rotacion interna o externa de las patas al hacer contacto con el piso y al

despegarse del mismo.
En los resultados (Figura 12) se observo que los tres tamafios de implante muestran una

recuperacion funcional similar, sin embargo, sélo los animales implantados con MPs a un

volumen de 30 uL y a 10 uLL mostraron diferencia significativa con respecto al grupo Control: 30
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uL (p=0.009) y 10 uL (p=0.008). El grupo que presentd el menor error estandar fue el tratamiento
a 30 pL.
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Figura 12. Evaluacién de la recuperacion locomotora progresiva mediante por la escala BBB después de una lesién por contusion
moderada de la médula espinal (LPCMME) en ratas. Control: animales sin implante; MPsgo: animales implantados con 60uL de
mesoparticulas de polipirrol/yodo (PPy/l); MPsso: animales implantados con 30uL de mesoparticulas de PPy/l; MPsio: animales
implantados con 10 L. de mesoparticulas de PPy/I. Los resultados se expresan como medias +EE. ANOVA de medidas repetidas
seguida de la prueba de Dunnett. *Diferencia significativas entre el grupo Control y los grupos MPs3oy MPs1o (p<0.009 y 0.008,
respectivamente).
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6.2.2.2 Analisis histolégico

Ocho semanas después de la LPCMME, los animales fueron sacrificados para analizar la
integracion de los implantes al tejido nervioso. Tanto los animales pertenecientes al grupo
Control (Figura 13-A y B) como los animales implantados a un volumen de 10 pL (Figura 13-C y
D) y 30 uL (Figura 13-E y F) mostraron quistes de gran tamafio en el epicentro de la lesion y
varios microquistes en el tejido adyacente a la lesién, perdiéndose por completo la estructura del
tejido de la médula espinal. También se puede observar que en los animales implantados a 10 uL
y 30 puL hay poca presencia de material, sin embargo se encuentra bien integrado al tejido
nervioso. La poca disponibilidad de material es posible que sea porque el material se desplazo
hacia la zona cefalica de la médula espinal por el canal ependimario como se puede observar en
los animales implantados a 60 uL (Figura 13-G y H), los cuales mostraron varios microquistes a
lo largo de todo el tejido nerviosos perdiéndose por completo la estructura del tejido; sin embargo
se observd menor presencia de células inflamatorias en comparacion a los animales del grupo

Control y los implantados a 10 uL y 30 pL.
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Figura 13. Fotomicrografias representativas de cortes longitudinales de la médula espinal de ratas que muestran la zona del
epicentro de una lesién por contusion moderada de la médula espinal (LPCMME) donde se observa la interaccion del implante
con el tejido nervioso, las alteraciones en la citoarquitectura de la médula espinal, la destruccion del tejido nervioso, la presencia
de células inflamatorias (CI) y el tamafio de los quistes (Q) formados. A y B) Control: animales sin implante; C y D) MPsio:
animales implantados con 10 pL de mesoparticulas de polipirrol/yodo (PPy/l); E y F) MPsso: animales implantados con 30 pL de
mesoparticulas de PPy/I; G y H) MPseo: animales implantados con 60uL de mesoparticulas de PPy/I. Barra de calibracion: 1 mm
(A, C,Ey G) y50um (B, D, F y H). Tinciéon Hematoxilina/eosina (Anexo 6).
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6.3 Efecto del PPy/l en combinacién con rehabilitacion fisica sobre la
proteccion del tejido nervioso y la recuperacion funcional

Con base en los resultados obtenidos en el apartado 6.2 se eligié como implante para este trabajo
de investigacion MPs a un volumen de 30 pL porque mostro favorable respuesta sobre la
recuperacion funcional y menor error estdndar en comparacion a los otros implantes. No
obstante lo anterior, se observo que el implante tiende a desplazarse del sitio de lesion y al aplicar
un volumen de menor tamafio podria perderse el implante y aplicar un volumen mayor podria

dafar severamente el tejido adyacente a la lesion.

Ya elegido el tipo de implante y dosis, se combiné el tratamiento con rehabilitacion fisica por
medio de un entrenamiento locomotor sobre una caminadora y se evalud su efecto sobre la

recuperacion motora y la proteccion del tejido nervioso.

6.3.1 Recuperacion funcional

Se evalud la funcién motora 24 h después de la LPCMME para corroborar que el tren posterior
mostrara paralisis bilateral completa en todas las ratas (BBB=0). Posteriormente los animales se
evaluaron una vez por semana por un periodo de 9 semanas. Los resultados fueron los siguientes

al final de las evaluaciones (Figuras 14 y 15):

B Control (n=5): BBB=8, los animales tuvieron movimiento amplio de las tres articulaciones
(cadera, rodilla y tobillo) pero sin soporte del peso corporal.

B SS (n=5): BBB=8, los animales tuvieron movimiento amplio de las tres articulaciones
(cadera, rodilla y tobillo) pero sin soporte del peso corporal.

B MPs3 (n=5): BBB=11, los animales mostraron movimiento amplio de las tres articulaciones
con soporte frecuente del peso corporal con apoyo plantar

B Control-RF (n=5): BBB=13.5, los animales mostraron pasos frecuentes con soporte del peso
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corporal con coordinacion entre las patas delanteras y traseras y ocasionalmente ligera
rotacion de las patas al hacer contacto con el piso o despegarse del mismo.

B SS-RF (n=5): BBB=10, los animales mostraron movimiento amplio de las tres articulaciones
con soporte ocasional del peso corporal con apoyo plantar.

B MPs30—RF (n=5): BBB=16, los animales dieron pasos constantes con soporte del peso
corporal y mostraron coordinacion constante entre las patas delanteras y traseras. Los pasos
fueron predominantemente plantares con posicion de la pata paralela al cuerpo y rotacién de

la misma al levantarla.

En los resultados mostrados en la Figura 14 y 15, se sobservo que lo animales que se les
administr6 MPs a un volumen de 30pL como tratamiento después de una LPCMME, tuvieron
una mejor recuperacion funcional motora en comparacion a los animales pertenecientes al Grupo
Control y Grupo SS, aun y cuando, el tratamiento se aplico 48h despues de la lesion. Cuando los
Grupos experiementales Control, SS y MPsz se les aplico rehabilitacion fisica usando una

camiandora mejoraron su recuperacion funcional.

En las figura 14 se pueden observar diferencias significativas (p<0.05) al comparar el grupo
Control-RF y el grupo MPsz3o-RF con el grupo Control (p=0.017 y p=0.011, repectivamente) y al
comparar el grupo MPsz0-RF con el grupo MPszo (p=0.037).

En la figura 15, se pueden observar diferencias significativas al comparar el grupo MPsz Yy

MPs30-RF con el grupo SS (p=0.015 y 0.000, respectivamente) el grupo MPs3o-RF con el grupo
MPsszo (p=0.013).
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Figura 14. Evaluacién de la recuperacion locomotora progresiva mediante por la escala BBB después de una lesién por contusion
moderada de la médula espinal (LPCMME) en ratas. Control: animales sin implante; MPs3o: animales implantados con 30uL de
mesoparticulas de polipirrol/yodo (PPy/l); Control-RF: animales sin implante méas rehabilitacion fisica usando una caminadora;
MPss3o-RF: animales implantados con mesoparticulas de PPy/l a un volumen de 30 puL mas rehabilitacion fisica sobre una
caminadora. Los resultados se expresan como medias +EE. ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett.
*Diferencia significativas entre el grupo Control y los grupos Control-RF y MPs30-RF (p<0.017 y 0.011, respectivamente) y entre
el grupo Mpsso y el grupo MPs3o-RF (p<0.037).
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Figura 15. Evaluacién de la recuperacion locomotora progresiva mediante por la escala BBB después de una lesién por contusion
moderada de la médula espinal (LPCMME) en ratas. SS: animales a los que se les administro 30ul de solucion salina (vehiculo);
MPsz0: animales implantados con 30 uLL de mesoparticulas de polipirrol/yodo (PPy/l); SS-RF: animales a los que se les administro
30pI de solucion salina (vehiculo) mas rehabilitacion fisica usando una caminadora; MPsso-RF: animales implantados con 30 uL
de mesoparticulas de PPy/l més rehabilitacion fisica usando una caminadora. Los resultados se expresan como medias +EE.
ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett. *Diferencia significativas entre el grupo SS y los grupos MPs3o y
MPs30-RF (p<0.015 y 0.000, respectivamente) y entre el grupo MPszo y MPsz0-RF (p<0.013).

6.3.2 Analisis histoldgico y morfométrico

Nueve semanas después de la LPCMME, los animales fueron sacrificados para analizar la
preservacion del tejido de la médula espinal y la integracion de los implantes al tejido nervioso.
La cantidad de tejido preservado de la médula espinal se cuantifico en un area de 25.07 mm?
para cada médula espinal. EIl andlisis morfométrico mostré una mejor preservacion del tejido
nervioso en los grupos implantados s6lo con MPs (p=0.034) o en combinacion con rehabilitacion
fisica (p=0.05) en comparacion con el grupo que solo recibio el tratamiento de solucion salina

como vehiculo (Figura 16-B). Al comparar a los animales del grupo Control (lesionados sin

59



Resultados

tratamiento) con los animales implantados con MPs3 con o sin rehabilitacion fisica no se

observaron diferencias significativas (Figura 16-A).
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Figura 16. Anélisis morfométrico del tejido preservado después de una lesion por contusion moderada de la médula espinal
(LPCMME) en ratas. SS: animales a los que se les administro 30ul de solucién salina (vehiculo); MPs3: animales implantados
con 30uL de mesoparticulas de polipirrol/yodo (PPy/l); SS-RF: animales a los que se les administro 30ul de solucion salina
(vehiculo) més rehabilitacion fisica usando una caminadora; MPs3-RF: animales implantados con 30uL de mesoparticulas de PPy/I
mas rehabilitacion fisica usando una caminadora. Los resultados se expresan como medias +EE. Prueba Kruskall-Wallis
seguida de la prueba Mann—Whitney. *Diferencia significativas entre el grupo SS y los grupos MPszo y MPs3o-RF (p<0.034 y 0.05,
respectivamente).

En las fotomicrografias de la médula espinal se puede observar que el grupo Control (Figura 17 y
18-A) mostro varios quistes de diferente tamafio y al recibir el tratamiento de rehabilitacion fisica
(Figura 17 y 18-B) la destruccion del tejido fue menor. En el caso de los grupos experimentales
SS (Figura 17 y 18-C) y el grupo SS-RF (Figura 17 y 18-D) mostraron quistes de gran tamafio en
el epicentro de la lesion y varios microquistes en las zonas adyacentes a la misma, aunque esta
respuesta fue mayor en el grupo SS. Los animales que recibieron implantes de MPSzo (Figura 17
y 18-E) mostraron una mejor preservacion de tejido nerviosos en comparacion con los animales
que recibieron el tratamiento con solucion salina y los animales Control. Cabe destacar que el

grupo MPszo-RF (Figura 17 y 18-F) fue el que tuvo la mayor preservacion del tejido nervioso.
Aungue los implantes de MPs3o mostraron una buena integracion al tejido nervioso de la médula

espinal, las MPs3o tendieron a moverse hacia el area cefalica sin una respuesta de rechazo, pero si

con una respuesta inflamatoria aguda; no obstante lo anterior, esta respuesta fue menor en los
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grupos implantados con MPs3 que la de los grupos implantados con solucion salina y los
animales del grupo Control. También se puede observar que los animales que recibieron
implantes con MPS3, mostraron una cicatriz glial de gran tamafio que se extendié mas alla del
sitio de lesion hacia el area cefélica y caudal, pero esta cicatriz fue menos evidente cuando las
ratas recibieron el tratamiento combinado de MPS3o con rehabilitacion fisica, mientras que la
presencia de células inflamatorias fue menor en los grupos implantados con MPs3g que en los
grupos no implantados. Ademads, no se detectd ninguna respuesta evidente de rechazo al

implante en ninguno de los casos.
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Figura 17. Fotomicrografias representativas de cortes longitudinales de la médula espinal de ratas que muestran la zona del
epicentro de una lesién por contusion moderada de la médula espinal (LPCMME) donde se observa la interaccion del implante
con el tejido nervioso, las alteraciones en la citoarquitectura de la médula espinal, la destruccién del tejido nervioso y el tamafio
de los quistes (Q) formados. A) Control: animales sin implante; B)Control-RF: animales sin implante y rehabilitacion fisica
usando una caminadora; C) SS: animales a los que se les administro 30 pL de solucion salina (vehiculo); D) SS-RF: animales a
los que se les administro 30 uL solucién salina mas rehabilitacion fisica usando una caminadora; E) MPszo: animales implantados
con 30 puL de mesoparticulas de PPy/l; F) MPss-RF: animales implantados con 30 uL de mesoparticulas de PPy/l mas
rehabilitacion fisica usando una caminadora. Barra de calibracion: 1mm. Tincién Hematoxilina/eosina (Anexo 6).
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Figura 18. Fotomicrografias representativas de cortes longitudinales de la médula espinal de ratas que muestran la zona del
epicentro de una lesién por contusion moderada de la médula espinal (LPCMME) donde se observa la interaccion del implante
con el tejido nervioso, la presencia de células inflamatorias (Cl), la destruccién del tejido nervioso y el tamafio de los quistes (Q)
formados. A) Control: animales sin implante; B) Control-RF: animales sin implante y rehabilitacion fisica sobre una caminadora;
C) SS: animales a los que se les administro 30uL de solucion salina (vehiculo); D) SS-RF: animales a los que se les administro 30
30uL de solucion salina méas rehabilitacion fisica usando una caminadora; E) MPsso: animales implantados con 30uL de
mesoparticulas de PPy/l; F) MPsso-RF: animales implantados con 30 uL de mesoparticulas de PPy/l mas rehabilitacion fisica
susando una caminadora. Barra de calibracion 50pm. Tincion Hematoxilina/eosina (Anexo 6).
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7. Discusion

Actualmente no existe un tratamiento para la LTME. Si bien, muchas estrategias terapéuticas
prometedoras se han probado en ensayos clinicos y experimentales, la complejidad para regular
los mecanismos de dafio secundario limitan su efectividad. Los tratamientos aplicados después de
una LTME, son en gran medida paliativos, para contrarrestar las secuelas de la lesion, sin
posibilidad de cura. Por tal motivo, se propone el uso de estrategias terapéuticas combinadas que

por separado hayan demostrado efectos benéficos sobre la recuperacion funcional.

En los ultimos afios se han estudiado una gran variedad de biopolimeros como implantes y
como andamios para soporte de trasplantes celulares, para la liberacion de factores neurotréficos,
0 ambos, no obstante, los resultados han sido modestos [116, 244]. Dentro de los biomateriales
estudiados como tratamiento en LTME, se encuentra el pirrol y derivados. Nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que el PPy/I obtenidos por el método de polimerizacion por plasma,
tiene una buena compatibilidad con el tejido nervioso al ser implantado en un modelo de
LPSCME en ratas, ademas reduce la repuesta inflamatoria, y promueve la proteccién del tejido
nervioso Y la recuperacion funcional [155-157]. El objetivo de este trabajo, fue evaluar el efecto
de un implante de PPy/I obtenido por el método de polimerizacién por plasma en un modelo de
LPCMME y combinar el implante con otra estrategia terapéutica como la rehabilitacion fisica

para incrementar su efecto.

Cabe destacar, que los tratamientos previos se aplicaron en un modelo de LPSCME que es el
menos comun en el area clinica y el implante se colocaba en forma de pastilla e inmediatamente
después de la lesion, para poder aplicar el tratamiento en una LPCMME, el implante debia
aplicarse en forma de particulas y por medio de una inyeccion, para evitar un mayor dafio a la
médula espinal, ademas se debia dejar pasar un tiempo para que el edema causado por el

traumatismo a la médula espinal, redujera su tamafio y poder aplicar el tratamiento.
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Para determinar el tipo de implante, su morfologia y tamafio, se realizaron dos estudios piloto, en
los cuales, implantes de NPs y MPs de PPy/I (60uL) fueron implantados en una LPCMME vy se
compar6 su efecto. Los implantes de NPs y los animales Control (lesionados sin tratamiento),
mostraron quistes de diversos tamafios tanto en el epicentro de la lesiébn como en la sustancia
gris y blanca adyacente a la misma, aunque el dafio fue mayor en el grupo Control. También se
localizaron NPs alejadas del epicentro de la lesion, lo cual sugiere que por su morfologia esférica
y lisa, estas pudieron movilizarse del sitio de lesidn, lo cual disminuyo su efecto, mostrando una
recuperacion funcional similar al grupo Control. A diferencia de las NPs, las MPs mostraron
morfologia con geometria y tamafio irregular con una superficie ligeramente rugosa, lo cual
dificulté su movilizacion del sitio de lesion y se observd menor dafio al tejido nervioso Yy una
mejor recuperacion funcional con respecto a los animales Control y los implantados con NPs.
Posteriormente, se evaluaron tres diferentes tamafios de implante: 10 pul, 30 uL y 60 pL y se
observé recuperacion funcional similar en los tres grupos. Se eligi6 el implante a un volumen de
30 uL, porque a un volumen de 10 pL, se ingresa una cantidad muy pequefia de material al sitio
de lesién y podria perderse el efecto y un volumen de 60 pL, al ser tan grande la muestra, podria

generar un mayor dafio a la médula espinal, por efecto de compresion.

Una vez elegidos el implante y su tamafio se procedid a aplicar el tratamiento en combinacién
con rehabilitacion fisica por medio de un entrenamiento locomotor sobre una caminadora, ya que
es el mas utilizado en el area clinica y experimental. Esta combinacion incrementd la
recuperacion funcional en animales parapléjicos, pero no increment6 la protecciéon del tejido
nervioso después de una LPCMME. Estos resultados sugieren una posible aceleracion en la
plasticidad espontanea de los circuitos neuronales sobrevivientes de la médula espinal, mas que la
neuroproteccion del tejido de la misma en la fase aguda de la lesion, ya que los implantes fueron

inyectados 48 h después de la LPCMME v la rehabilitacion se inicié cinco dias mas tarde.

La LTME en humanos se produce generalmente por una contusion y no por una seccion
completa, donde la manipulacién quirargica del tejido nervioso mediante la implantacion de

andamios, peliculas o puentes neuronales sélidos podria producir un mayor dafio. Por lo tanto, en
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el presente estudio, se utiliz6 un modelo de LPCMME vy el biomaterial se administr6 como MPs
en la zona lesionada por medio de una inyeccion directa 48 h después de la lesion. En estas
condiciones y después de dos meses, las MPs promovieron la preservacion del tejido nervioso y
la recuperacion funcional en comparacion con los animales del grupo Control y; sin embargo, los
resultados de la recuperacion funcional mejoran en todos los grupos experimentales (MPs, SS 'y
Control) al combinarlos con rehabilitacion fisica aunque no se presente un incremento en la
cantidad de tejido preservado. Por lo tanto, esta combinacién de tratamientos podria estimular
mecanismos especificos de plasticidad neuronal en el tejido preservado de la médula espinal mas

que estimular mecanismos de neuroproteccién o neurorregeneracion.

Aunque diferentes biomateriales inyectables se han utilizado previamente en ratas como
implantes después de una LTME tales como el colégeno, la fibrina, la fibronectina y el poli(écido
lactico)-polietilenglicol-poli(acido lactico), estos implantes mejoraron y soportaron el
crecimiento orientado de axones, pero con modesta recuperacién funcional [116-245-246].
Cigognini y colaboradores [247] reportaron un autoensamblaje funcionalizado de un péptido
homogéneo de la médula dsea y optimizado se implanté inmediatamente después de una LTME
por contusion en ratas. Este péptido proporciond soporte tanto fisico como trofico para el
crecimiento del tejido nervioso, aumento la infiltracion celular y axonal dentro del quiste y
mejoro la recuperacion funcional. Otros investigadores han reportado los efectos del colageno, la
fibronectina viscosa, la fibrina y la fibrina/fibronectina inyectables sobre una cavidad
experimental en la médula espinal de ratas. Algunos de ellos mostraron una buena integracion
con el hospedero y fueron capaces de soportar el crecimiento axonal en asociacion con la
infiltracion de células de Schwann y depositos de laminina [248]; sin embargo, los resultados del
implante de colageno dieron lugar a un crecimiento axonal desigual porque estos implantes
contenian una inclusién densa que los axones no pudieron penetrar, mientras que los animales
implantados con fibronectina tenian grandes cavidades en la interface entre el implante y el
hospedero y pocas neuronas sobrevivientes en la médula espinal intacta adyacente al sitio del
implante. S6lo los animales implantados con fibrina/fibronectina mostraron un crecimiento

robusto de los axones [116]. En las caracteristicas principales de estos materiales es su facil
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transformacion de un liquido a un gel después de ser inyectados sobre la lesion de la médula
espinal y la formacién de un andamio después de eso; sin embargo, aunque los implantes
mostraron una buena integracion en el tejido nervioso y promuevan la regeneracion axonal, hay
que considerar que son materiales biodegradables. Por lo tanto, es importante tomar nota de
cualquier producto de degradacion que pudiese ser producido porque podria ser toxico para el
hospedero, asi como la tasa de degradacion, que debe ser sincronizada con la frecuencia de
regeneracion nerviosa con el objetivo de evitar el riesgo de comprensién nerviosa o la limitacién
del crecimiento axonal. En el presente trabajo, las MPs no generaron un andamio debido a que
éstas se suspendieron en solucion salina como vehiculo. Por lo tanto, las MPs se dispersaron a
través del sitio de lesion y en las areas circundantes sin ejercer el riesgo de compresion, y el
crecimiento celular entre el implante no estaba limitado. Aunque las MPs de PPy/l no son
biodegradables, el riesgo de toxicidad se redujo debido a que fueron sintetizadas por el método de
plasma. Ademas, la implantacion de las MPs sobre la lesién de la médula espinal fue bien
tolerada, ya que genero una discreta respuesta inflamatoria aguda sin respuesta de rechazo y sin
alteraciones adicionales en los animales. Este efecto positivo se atribuye al método de sintesis
que se utilizé para obtener los implantes, ya que al sintetizarlos por el método de plasma no se
incluyd ningun agente externo potencialmente toxico durante la polimerizacion, como es en el
caso de los métodos quimicos y electroquimicos convencionales [187] (anexo 1 y 2). En la
polimerizacion por plasma, las reacciones se realizan por medio de descargas eléctricas que
ionizan al mondémero y dopante en fase gaseosa formando plasmas con ellos mismos [187]. Las
moléculas, electrones e iones aumentan su energia cinética y colisionan con las moléculas del
monomero y dopante, reaccionado entre si formando el polimero [184], donde sb6lo los
compuestos quimicos involucrados en este proceso son los mondmeros y derivados. Este
mecanismo explica en parte por qué los polimeros sintetizados por plasma tienen propiedades
fisicas y quimicas diferentes a los obtenidos por los métodos quimicos y electroquimicos
convencionales. Al final del seguimiento, los animales implantados con MPs de PPy/lI mostraron
una recuperacion funcional significativa en comparacién con los animales que recibieron como
tratamiento Unicamente solucion salina como vehiculo y los animales Control (lesionados sin

tratamiento), muy probablemente debido a las propiedades fisicas y quimicas del implante, tales
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como su baja reactividad, a su insolubilidad, y a que es un material térmicamente estable [185,
194].

Por otro lado, la conductividad de un polimero es capaz de alterar los campos eléctricos locales y
modificar la matriz extracelular y el entorno alrededor del implante, promoviendo las
interacciones neuronales, la prevencién de la muerte celular, controlando el crecimiento celular e
induciendo la plasticidad [176, 249-251]. Debido a que un polimero resultante de la sintesis por
plasma puede tener una estructura tridimensional y altamente entrecruzada, se podrian haber
afectado las propiedades conductoras del polimero. En el caso del PPy, al contaminarse con
yodo como dopante durante la sintesis, se incrementa la capacidad del polimero para transferir
cargas eléctricas y asi no hacer uso de fuentes externas de estimulacion eléctrica para ejercer su
efecto. Ademas, los grupos amina heteroaromaticos del polimero son bien tolerados por las
células y pueden promover interacciones entre ella. En la literatura se ha reportado que
superficies ricas en aminas favorecen la adsorcion de proteinas y la adhesion celular, ya que
proveen sitios para la inmovilizacion de biomoléculas [238] y el PPy es una superficie rica en
animas [155, 239-240];  sin embargo, se necesitan mas estudios para comprender cuéles
moléculas y factores neurotréficos estan especificamente involucrados en este proceso, y cuéles
mecanismos son responsables de mejorar la recuperacion funcional en los animales que

recibieron el implante de MPs de PPy/I.

A pesar de que el implante de MPs tuvo efectos positivos sobre los procesos de neuroproteccion
y recuperacion funcional después de una LPCMME, se obtuvieron los mejores resultados
funcionales cuando se utiliz6 el implante de MPs en combinacion con la estrategia terapéutica de
rehabilitacion fisica por medio de una caminadora. Aunque se han aplicado diferentes estrategias
de rehabilitacion como la natacion, el ciclismo, ejercicio a través de una rueda y el entrenamiento
mediante una caminadora en diversos modelos experimentales de LTME, con el objetivo de
mejorar la locomocién, no todos ellos han tenido un efecto significante sobre la recuperacion
funcional. Algunos autores han reportado que no se mostré mejoria en la recuperacion funcional

evaluada con la escala BBB usando la natacién como terapia de rehabilitacion, al comparar los
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animales entrenados con los no entrenados en un modelo por contusion de la médula espinal, ya
gue se mostro que la natacion induce la extravasacion en el sitio y alrededor de la lesion [252]. Se
ha reportado que el ciclismo ayuda a prevenir la atrofia muscular y restablece la frecuencia-
dependiente de la depresion del reflejo H al nivel de los animales sin lesion, pero sin ningln
efecto significativo sobre la recuperacion funcional en ratas con transeccion de la médula espinal
[128, 253]. Aunque el ejercicio a través de una caminadora ha mejorado la recuperacion
funcional en ratas con una lesién por contusion de la médula espinal [254], el entrenamiento
locomotor sobre una caminadora con o sin apoyo parcial del peso corporal, o con asistencia
robotica o manual después de una LTME, tiene un efecto favorable sobre la recuperacion
funcional debido a que involucra nuevas estrategias de coordinacion que, aunque diferentes de
una locomocién normal, promueven la reorganizacion de las redes locomotoras, tanto por arriba
como por abajo del sitio de lesion e induce la plasticidad rostral y caudal de la zona de lesion
debido a que los circuitos que coordinan el escalonamiento y la posicién de las extremidades son
altamente plasticos, y su conectividad funcional puede ser modulada por el entrenamiento
locomotor sobre una caminadora [255-256]. Otros autores han demostrado que el entrenamiento
locomotor sobre una caminadora induce plasticidad al favorecerse el crecimiento axonal y la
activacion de Erk1/2 y promoviéndose la recuperacion funcional en roedores y gatos con seccion
0 contusion de la médula espinal [257-259]. En el presente trabajo se implementd el
entrenamiento locomotor sobre una caminadora sin soporte del peso corporal con el fin de que
las ratas pudieran caminar voluntariamente en su posicion natural cuadripeda y, por lo tanto,
evitar la confusion de variables asociadas al movimiento sin control voluntario de una posicion

bipeda debido a una manipulacion externa de los animales.

Aunque se mostrd previamente que el entrenamiento locomotor sobre una caminadora promueve
la recuperacién funcional, también se pudo observar que no se mostraran diferencias
significativas en la preservacion del tejido nervioso entre los animales que recibieron
rehabilitacion fisica en comparacion con los animales del grupo Control. Estos resultados
sugieren el entrenamiento locomotor por medio de una caminadora podria inducir y acelerar la

plasticidad espontanea en los axones sobrevivientes y en los circuitos de la médula espinal,
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alterando su organizacion, estructura y funcion mas que la formacion de nuevas fibras nerviosas,
lo que da lugar a una mejor recuperacion funcional cuando se aplica rehabilitacion fisica y se
potencia su efecto cuando se aplica en combinacién de los implantes de MPs de PPy/I. Algunos
investigadores han reportado que el tratamiento de rehabilitacion fisica por medio de una
caminadora en ratas con contusion moderada de la médula espinal mejoraron su funcion
locomotora debido al aumento de la neuroplasticidad en los circuitos neuronales de la médula
espinal, donde su recuperacion depende directamente de su entrenamiento locomotor dando lugar
a la reorganizacién espontanea de los circuitos espinales [260]. Por lo tanto, los animales que no
recibieron rehabilitacion fisica tienen un grado incompleto de recuperacion debido a que la

plasticidad espontanea se encuentra limitada.

A pesar del trabajo previo, es importante seguir estudiando las propiedades fisicoquimicas y
morfoldgicas del biomaterial y probar diferentes vehiculos que eviten la movilizacion de las MPs
con el fin de que estas se queden en el sitio de lesion y mejorar las respuestas benéficas, ademas
de estudiar su efecto en la fase crénica. Los implantes de MPs de PPy/l tienen futuras
aplicaciones en biomedicina, principalmente en el SNC debido a su tamafio y a la posibilidad de
aplicarlos sin causar dafios al tejido nervioso, sin embargo, el uso y aplicacion de este

biomaterial seguira siendo estudiado.

No obstante los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, se continuara estudiando y
desarrollando nuevas estrategias que puedan permitir que este tratamiento pueda ser aplicado en
seres humanos con LTME s6lo o en combinacion con otras terapias para mejorar los resultados

obtenidos.
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8. Conclusiones

B Los implantes de NPs no tuvieron un efecto sobre la recuperacion funcional después de
una LPCMME, debido a su tamafio y morfologia esférica y lisa, se movilizaron y quedo

poco implante en el sitio de lesion.

B Los implantes de MPs de PPy/I favorecen la recuperacion funcional y la proteccion del

tejido nervioso, aun y cuando el tratamiento se aplicé 48 h después de la LPCMME.

B La rehabilitacion fisica por medio de un entrenamiento locomotor sobre una caminadora
favorecio la recuperacion funcional pero no la proteccién del tejido nervioso después de
una LPCMME.

B E| tratamiento combinado de un implante de MPs de PPy/l y rehabilitacion fisica sobre

una caminadora tuvo un mejor efecto sobre la recuperacion funcional en comparacion al

uso de los tratamientos por separado.
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9. Perspectivas

B Evaluar el efecto del PPy/l en combinacién o no con rehabilitacion fisica en etapas

subaguda y crénicas después de una LTME.

B Emplear técnicas histoldgicas que permitan identificar los tipos celulares presentes en el

sitio de lesion.

B Emplear diversas técnicas y marcadores que permitan evaluar el efecto del PPy/l en
LTME.

B Evaluar el efecto de PPy/I después de una LTME en otras especies animales.
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( ABSTRACT

Polypyrrole (PPy) and polypyrrole/polyethylene glycol (PPy/PEG) implants synthesized by chemical, electro-
chemical, and plasma polymerization methods were implanted into the injured spinal cord of rats to determine
their effect on motor function recovery. Before implantation, the materials were characterized by infrared (IR)
spectroscopy. An experimental model of tranmatic spinal cord injury (TSCI) by complete transection at thoracic
level 9, in rats was used. The polymer implants were inserted immediately after transection. Motor function
recovery was evaluated once a week during 5 weeks using the Basso, Beattie and Bresnahan (BBB) motor scale.
Histological evaluation was done at the end of the recovery evaluation period using hematoxylin/eosin stain. Results
showed that animals implanted with polymers synthesized by plasma had a better integration into the nerve tissue,
less inflammatory response and a better functional recovery than animals implanted with polymers synthesized by
chemical or electrochemical methods.
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RESUMEN

En el presente trabajo se compard el efecto de implantes poliméricos derivados del pirrol (polipirrol o PPy)
y del copolimero polipirrol/polietilenglicol (PPy/PEG), obtenidos por diferentes métodos de sintesis: quimico,
electroquimico y polimerizacion por plasma con el propésito de determinar si el método de sintesis puede influir
sobre el efecto que producen al ser implantados después de una lesion traumatica de la médula espinal de ratas.
Antes de realizar el implante. las caracteristicas quimicas y estructurales de los polimeros fueron analizadas por
espectroscopia de infrarrojo (IR). Se utilizé un modelo experimental de lesién traumatica de médula espinal (LTME)
por seccion completa en ratas. La LTME se realizé a nivel toricico 9 y el polimero fue implantado de inmediato en
la zona de lesion. La recuperacion de la funcion motora se evalué mediante la escala Basso, Beattie y Bresnahan
(BBB) una vez por semana durante 5 semanas. La evaluacion histologica se realizd al término del seguimiento con
la tincion de hematoxilina/eosina. Los resultados muestran que los animales implantados con polimeros sintetizados
por plasma se integraron mejor al tejido nervioso, redujeron la respuesta inflamatoria y favorecieron una mayor
recuperacion funcional en comparacion con los animales implantados con materiales sintetizados por métodos quimicos
o electroquimicos.

Palabras clave: implantes de polipirrol, sintesis quimica, sintesis electroquimica, sintesis por plasma,

lesi6n traumatica de la médula espinal.

INTRODUCTION Notwithstanding,

the majority of the

Traumatic spinal cord injuries (TSCI) trigger
a series of secondary events that increase the
original damage, prevent axonal regeneration
and produce different degrees of functional
impairment below the site of injury which can
lead to permanent paralysis [1].

To date, due to the complex
pathophysiology of TSCI, no therapeutic
strategy has been effective to restore the lost
functions after lesion. Many strategies have
been suggested and attempted in order to
find a solution to this problem. One proposal
in this field consists of using transplants
of tissues or cells to promote axonal
regeneration and functional recovery after
TSCI [2]. Among experimental transplants
that have produced positive results are fetal
tissue [3], fresh or predegenerate peripheral
nerve [4-5], Schwann cells alone or in
combination with different molecules [2.6],
olfactory ensheathing cells [2,7] and neural
stem cells [2,8-9].

transplants that have been used in the
treatment of TSCI have not been able to
restore the nerve function in a significant way.
Recently, research in tissue engineering has
produced materials that have the potential of
being a better treatment for this pathology
[10-12].

To form a viable transplant for TSCI
treatment, the materials employed must
be biocompatible with the nervous tissue
(where the communication is mainly by ion
exchange), and their chemical composition,
hydrophobicity and electrical activity should
be well characterized.

Recently,  polymers with intrinsic
conductive properties have gained relevance
as smart materials with  biological

applications [13]. These polymers possess
the physical and chemical properties of
organic polymers and the electrical properties
of the metals [14].  Additionally, these
materials have the ability to bind to
various chemical substances (dopants) which
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affect the physicochemical properties of
the polvmers, such as their conductivity.
Furthermore, materials of this type have been
developed with the capability of supporting
and modulating the growth of ditferent
cell types which makes them suitable for
biological and biomedical applications [15].
Among biocompatible and electrically
conductive polymers, polvpyrrole (PPy) is
one of the most studied. PPy is easy
to svnthesize, thermally stable, and has
high conductivity in comparison with other
conductive polymers [16]. PPy has been
used as biosensor for measuring cholesterol
[17], glucose in blood [18], blood group,
antibodies [19], and vapors of organic
solvents [20]. It has also been used
for coating neural probes [21], devices for
drug and biomolecule release [22], and
artificial muscles [23]. In addition to being
biocompatible [24], the cytocompatibility of
PPy has been demonstrated using L929
mouse fibroblast and Neuro2a neuroblastoma
cells [25]. Moreover, PPy has been used to
support cell adhesion and growth of different
cell types in vitro [13, 26-34], and as guide
for regenerating rat sciatic nerve [33, 35].
Our research group, has demonstrated that
PPy synthesized by plasma polymerization
promotes neuroprotection and leads to
recovery of motor and sensory functions after
a TSCI by complete section in in vivo studies
with rats [36-38]. These PPy implants
showed no significant inlammatory response
in situ after 4 weeks of implantation [25].
Typically, PPy is synthesized by chemical
and electrochemical polvmerization methods.
It is also possible to synthesize it by
plasma polymerization, but the product
shows important differences. The chemically
synthesized PPy is crystalline, and there
is a lack of control over the mass or the
thickness of the film obtained [39]. PPy
synthesized electrochemically, has similar
chemical structure to that obtained by
chemical methods, but can be more easily
doped to enhance its conductive properties.
Also, the film properties can be controlled
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directly in the course of the polymerization.
Both the chemical and electrochemical
svnthetic methods use accelerators and
solvents, which modify the adhesion and
hvdrophobicity properties of the resulting
materials.  These extra components can
be dangerous or toxic; thus they must
be fully removed from the polymers before
being applied to any biological svstem. In
contrast, polymerization by plasma only
requires the base monomer to start the
reaction without introducing other chemical
compounds. When plasma polvmerization is
used, the oxidation is promoted by the impact
of free electrons that travel along the electric
field with monomer molecules [40]. The
material produced by plasma polymerization
does not have a regular chemical structure
but specific chemical groups are present.
Plasma polymerization produces a dense film
with a crosslinked structure [41].  The
crosslinked structure permits the material
to retain its mechanical properties even in
biological media, while the functional groups
exposed to the surface mediate favorable
interactions with many types of cells.

Given the differences in chemical and
physical structure of the PPy materials
obtained by different svnthesis methods,
it is important to evaluate how these
variations affect implants and their effect
on recuperation from spinal cord injuries.
The goal of the present study is to compare
implants made of pyrrole derivatives, PPy
and PPy co-polvmerized with polyethylene
glyvcol (PPy/PEG) obtained by chemical,
electrochemical and plasma polymerization.
We analyze the chemical structure of the
prepared implants, their ability to integrate
with nervous tissue, their inflammatory
response and their effect on the recovery of
motor function after a TSCI in rats. In this
studv PPy/PEG was tested because after a
TSCI the neuronal membranes are ruptured
and PEG has been shown to aid in the repair
of membranes [42-43]; which could enhance
the benefic effect of PPy when implanted
after a TSCL
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MATERIALS AND METHODS

Plasma polymerization

The preparation of iodine doped PPy (PPy/I)
and PPy/PEG thin films has been previously
described [36-37]. Briefly, the films were
prepared in a tubular glass reactor, 9 cm
in diameter and 25 e¢m long, capped with
stainless steel flanges with access ports. The
ports were used to connect the reactor to
a vacuum pump, a Pirani gauge (Edwards),
and to introduce reactants. For the
preparation of PPy films, pyrrol (Aldrich,
99%) vapor was used; and to synthesize the
PPy/PEG copolymer, pyrrol was introduced
by one port and, simultaneously, PEG
(Aldrich) was introduced through another
port. In the center of the flanges two
stainless steel flat circular electrodes with 7
cm of diameter and separated by 9 em, were
inserted with the aim to create a homogenous
electric field in the reactor. The electric field
was generated by a Dressler Cesar 136 RF
Power Generator. A field frequency of 13.5
MHz and power of 18 W was used. The
pressure in the reactor was 5 x 10~2 Torr
and the synthesis time was 300 min. The
polymers were separated from the internal
reactor walls applying acetone and using a
thin spatula.

Electrochemical synthesis

PPy/PEG copolymer was synthesized by
the conventional electrochemical method
using an tituanium electrode (99.99% Sigma-
Aldrich) with an exposed area of 4.0 em?.
Before each experiment, the electrode surface
was polished with silicon carbide (SiC)
paper grade 2000, degreased with acetone
and rinsed with deionized water. For the
electropolymerization an aqueous solution of
0.2 M pyrrol monomer in 0.2 M of oxalic acid
(Ac. Ox) with 8% PEG (molecular weight
600 Daltons) was prepared. All solutions were
prepared with deionized water (18.2 MQ).
Electrochemical polymerizations were
performed at room temperature in a
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conventional cell with three electrodes: a
rod of Ti functioned as the active electrode,
a saturated calomel electrode (SCE) that
functioned as the reference electrode, a rod of
platinum (Pt) as the counter electrode. All
electrodes were connected to a Potentiostat
galvanostat Autollab PGSTAT 302N with the
GPES 4.9 electrochemical software.

The PPv/PEG film was svnthesized
potentiostatically at 0.9 V vs. SCE, and
allowed to grow for 4 hours. The film was
rinsed with deionized water and removed
from the Ti electrode surface and left to dry
at a temperature of 60 °C for 24 hrs.

Chemical synthesis

Two different chemically svnthesized PPy
were used. A commercial PPy doped with
sulphonic acid was purchased from Sigma-
Aldrich (CAS 30604-81-0 and 577030-5G,
Pcode 1000874358, Lot # MKDB, elemental
analysis C-69.94 %; N-15.42 % (N/C=0.22),
0-12.58 %; S-2.06 %.

The other PPy was synthesized in our
laboratory by oxidation. The polymer
was synthesized by mixing 48 mL of
dodecylbenzenesulfonic acid (70 wt. %
dissolved in 2-propanol), 900 mL of distilled
water, 7 mL of pyrrole, and 114 g of
ammonium persulphate dissolved in 25 mL
of water. The reaction was performed at 25°
C during 24 hours.

Infrared Characterization

The polymers were analyzed by infrared
(IR) spectroscopy with a Nicolette 550
spectrophotometer with a 400-4000 em™!
interval using 32 scans [36, 40].

Implants

Each polymer was pulverized and then
compressed at 9 Ton/cm? for 10 min to form
a thin tablet of 1 em in diameter and 0.5
mm thickness. Finally. the thin table was cut
according to the diameter of the spinal cord.
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Animals and surgical procedures

Female Long Evans rats with 220 to 260 g of
body weight were maintained under standard
laboratory conditions and free access to food
and water. Animal care and the protocols for
animal use were approved by the Scientific
and Ethics Committees of the Instituto
Mexicano del Seguro Social.

Eighteen rats were prepared to receive a
complete spinal cord section at thoracic 9
level (T-9) and then, six experimental groups
(n=3 animals per group) were formed:

1. Control: animals without implant.

2. PPyv: animals implanted with PPy
synthesized by plasma.

3. ChPPyl: animals implanted with PPy
chemically-synthesized.

4. ChPPy2: animals implanted with
PPv purchased from Sigma-Aldrich
(chemically-synthesized).

5. PPv/PEG: animals implanted with
PPy /PEG synthesized by plasma.

6. EPPv-PEG: animals
with  PPy/PEG
synthesized.

implanted
electrochemically-

Before implantation, animals were
anesthetized intramuscularly with a mixture
of ketamine and xylazine (77.5 and 12.5
mg/kg). Then, an aseptic surgery under
microscopic inspection was done by making a
sagittal incision on the skin from the middle
back followed by a dissection of the spine
paravertebral muscles. Two laminae were
removed (T-8 and T-9) to expose the spinal
cord tissue [36-38].

The meninges were longitudinally cut
and spinal cord tissue was completely
transected by cutting transversally all
fibers. Transection was corroborated with a
microsurgical hook to ensure that no pathway
remained connected. @ The corresponding
implant (approximately 10 mg) was then
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inserted at the injured zone in the cavity
between both sides of the transection. Only
the animals in the control group did not
receive any implant. Finally, the meninges
were sutured, as well as the paravertebral
muscles and skin. Animals were treated with
an anti-inflammatory drug (0.31ml/62.5ml
of paracetamol into drinking water during 3
days) and an antibiotic (200 L of benzathine
penicillin, in one im. dose). Afterwards,
rats recovered from anesthesia and surgical
procedures in an intensive care unit for small
animals (Schoer Manufacturing CO., Kansas
City, MO, USA) and placed into individual
acrvlic cages with sterile sawdust for receiving
food and water ad libitum. The day after
SCI, the absence of hind limb movement was
corroborated to ensure the complete section
of the spinal cord. Their intestine and bladder
were handled by manual expression twice a
dav and visual inspection was performed day
by day looking for skin irritation or decubitus
ulcers [36-38].

Motor function recovery

The motor function recovery of hind limbs in
each rat from the six groups were assessed
weekly during five weeks using the Basso,
Beattie and Bresnahan (BBB) scale [44],
which has 22 points and where 0 represents
total absence of movement (paralysis) and
21 represents a normal walking. The test
was applied by two observers blinded to the
treatment that the animals received.

Histological analysis

Thirty days after spinal cord transection,
all animals were anesthetized as deseribed
before, followed by  intraperitoneal
administration of 0.2 mL of heparin. Then,
a wide thoracotomy was performed and
200 mL of cool physiological saline solution
was perfused transcardiallv at 30 mL/min
followed by 400 mL of 4% paraformaldehyde
in phosphate buffer. Afterwards, 2 e¢m of
the spinal cord were taken including the
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Animals and surgical procedures

Female Long Evans rats with 220 to 260 g of
body weight were maintained under standard
laboratory conditions and free access to food
and water. Animal care and the protocols for
animal use were approved by the Scientific
and Ethics Committees of the Instituto
Mexicano del Seguro Social.

Eighteen rats were prepared to receive a
complete spinal cord section at thoracic 9
level (T-9) and then, six experimental groups
(n=3 animals per group) were formed:

1. Control: animals without implant.

2. PPy: animals implanted with PPy
synthesized by plasma.

3. ChPPyl1: animals implanted with PPy
chemically-synthesized.

4. ChPPy2: animals implanted with
PPy purchased from Sigma-Aldrich
(chemically-synthesized).

5. PPy/PEG: animals implanted with
PPyv/PEG synthesized by plasma.

6. EPPyv-PEG: animals
with  PPy/PEG
synthesized.

implanted
electrochemically-

Before implantation, animals were
anesthetized intramuscularly with a mixture
of ketamine and xylazine (77.5 and 125
mg/kg). Then, an aseptic surgerv under
microscopic inspection was done by making a
sagittal incision on the skin from the middle
back followed by a dissection of the spine
paravertebral muscles. Two laminae were
removed (T-8 and T-9) to expose the spinal
cord tissue [36-38].

The meninges were longitudinally cut
and spinal cord tissue was completely
transected by cutting transversally all
fibers. Transection was corroborated with a
microsurgical hook to ensure that no pathway
remained connected.  The corresponding
implant (approximately 10 mg) was then
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inserted at the injured zone in the cavity
between both sides of the transection. Only
the animals in the control group did not
receive any implant. Finally. the meninges
were sutured, as well as the paravertebral
muscles and skin. Animals were treated with
an anti-inflammatory drug (0.31ml/62.5ml
of paracetamol into drinking water during 3
days) and an antibiotic (200 uL of benzathine
penicillin, in one im. dose). Afterwards,
rats recovered from anesthesia and surgical
procedures in an intensive care unit for small
animals (Schoer Manufacturing CO., Kansas
City, MO, USA) and placed into individual
acrylic cages with sterile sawdust for receiving
food and water ad libitum. The dav after
SCI, the absence of hind limb movement was
corroborated to ensure the complete section
of the spinal cord. Their intestine and bladder
were handled by manual expression twice a
dav and visual inspection was performed day
by day looking for skin irritation or decubitus
ulcers [36-38].

Motor function recovery

The motor function recovery of hind limbs in
each rat from the six groups were assessed
weekly during five weeks using the Basso,
Beattie and Bresnahan (BBB) scale [44],
which has 22 points and where 0 represents
total absence of movement (paralysis) and
21 represents a normal walking. The test
was applied by two observers blinded to the
treatment that the animals received.

Histological analysis

Thirty days after spinal cord transection,
all animals were anesthetized as described
before, followed by  intraperitoneal
administration of 0.2 mL of heparin. Then,
a wide thoracotomy was performed and
200 mL of cool physiological saline solution
was perfused transcardially at 30 mL/min
followed by 400 mL of 4% paraformaldehyde
in phosphate buffer. Afterwards, 2 em of
the spinal cord were taken including the
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can arise from ethylene glycol segments or
from fragments of pyrrole molecules which
were fractionated due to the high energy of
the particles in the plasma. the absorption
at 3312 em! can be associated with the
presence of amine groups. These absorptions
indicate that in the copolymer synthesized by
plasma, the heteroaromatic character of the
pyrroles predominates.

In the case of the electrochemically-
synthesized co-polymer, the more intense
absorption was found in 664 em~' and can
be assigned to N-O groups. This implies a
substitution of N-H groups by N-O groups
which could be a consequence of ethylene
glycol participation during the svnthesis. The
absorption at 1033 em~! corresponds to C-
O groups that are found in ethylene glycol
repeat units. These absorptions indicate

that in the electrochemicallv-svnthesized
copolymer, the oxygenated character of the
ethylene glvcol predominates.

Motor function recovery

The motor function was evaluated 24 h
after complete transection of the spinal
cord with the aim to corroborate if hind
limb performance showed complete bilateral
paralysis in all rats (BBB=0). Afterwards,
the BBB locomotor rating scale was assessed
once a week during 5 weeks to evaluate the
gradual improvement of the animals. Results
were as follow (Figure 3):

a) Control (3 animals alive): BBB=l,
meaning that animals had slight

movement of 1 or 2 joints.

[[—# -~ Control —8—pPy -4 ChPPyt —B—ChPPy2 —® - PPy.PEG —@- EPPy.PEG|

Figure 3. The locomotion recovery measured by BBB open field score after traumatic spinal cord injury

was evaluated along the time. Control: animals without implant; PPy: animals implanted with polypirrole
(PPy) synthesized by plasma; ChPPy1: animals implanted with PPy chemically-synthesized; ChPPy2: animals
implanted with PPy purchased from Sigma-Aldrich (chemically-synthesized); PPy/PEG: animals implanted with
PPy copolymerized with polyethylene glycol (PPy/PEG) and synthesized by plasma: EPPy/PEG: animals
implanted with electrochemically-synthesized PPy/PEG co-polymer. Results are expressed as means +SE.
ANOVA of repeated measures followed by Dunnett’s test. *Control group different from PPy and PPy /PEG

(p < 0.028, and 0.05, respectively).
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b) PPy (3 animals alive): BBB=5.33,
meaning that animals were able to move
the 3 joints of the hind limb (hip,
knee and ankle). and in two them, the
movements were extensive.

c¢) ChPPyl (3 animals alive and 2
dead animals, non-evaluable): BBB=1,
meaning that the animals had slight
movement of 1 or 2 joints. Although one
of the animals had an improvement of
4 points in the BBB scale in the third
week, score decreased with time.

d) ChPPy2 (3 animals alive and 4 dead
animals, non-evaluable): BBB=1.33,
meaning that the animal had slight
movement in one or two joints. But just
as in the ChPPyl group, one animal
presented improvement until the fourth
week and subsequently decreased the
effect of the implant.

e) PPy-PEG (3 animals alive): BBB=3.66,
meaning that animals had extensive
movement in 1 or 2 joints of the hind

limb and slight movement of other joint
(hip, knee and ankle).

f) EPPy-PEG (3  animals  alive):
BBB=2.6, meaning that animals had
extensive movement of 1 joint and slight
movement of 2 joints of the hind limbs.

The dead animals did not show
infection of the urinary or respiratory tract,
hypertrophy of urethral meatus, or shallow
or deep wounds. Thus, the cause of death is
unknown.

Animals  implanted with materials
synthesized by plasma demonstrated greater
motor function recovery comparing with
animals implanted with materials obtained
by chemical or electrochemical synthesis
and with control group animals. Animals
with implants synthesized by plasma showed
significant ditferences with animals from the
control group; PPy (p = 0.028) and PPy /
PEG (p = 0.05).

Histological analysis

Four weeks after SCI, animals were sacrificed
to analvze the integration of implants to
the spinal cord tissue and the inflammatory
response. The control group (Fig. 4A) showed
greater tissue destruction compared with
implanted animals. Analysis of implants
integration to the spinal cord tissue showed
that PPy implants synthesized by plasma
polymerization were well integrated to the
tissue and that the surrounding tissue showed
little destruction (Fig. 4B). The chemically-
svnthesized implants ChPPyl and ChPPy2
(Fig. 4C and 4D respectively) had similar
amount of tissue destruction and complete
lack of implant integration, with a great cyst
at the injurv epicenter and a complete loss of
histological architecture.

Regarding the inflammatory response,
morphometric analysis showed the presence
of 142 polymorphonuclear cells per every
4 microns in the animals with ChPPy1
implant and 128 polymorphonuclear cells
in the animals with ChPPy2 implant
(obtained from Sigma-Aldrich). In contrast,
the morphometric analysis of samples with
implants synthesized by plasma for both
PPy and PPy/PEG showed about 74
inflammatory cells at the tissue surrounding
the implant, and if PPy was doped with
iodine (PPy/I) 95 inflammatory cells were
found in the tissue that surrounded the
implant.

DISCUSSION AND CONCLUSION

The present work compared the effect of
different implants derived from pyrrole
(PPy and PPyv/PEG) and obtained by
standard chemical, electrochemical, and
plasma  polymerizations. The implants
were analyzed according to their chemical
structure, integration with the nervous tissue,
and their effect on finctional recovery in rats
with complete section of the spinal cord.
The PPy implants that were chemically
synthesized as ChPPyl and ChPPy2 have
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a similar chemical structure. None of them
were integrated to the nervous tissue, a large
number of cysts and inflammatory cells were
found on the tissue around the implants,
and a complete loss of eytoarchitecture
of the spinal cord was observed. Animals
that received ChPPyl or ChPPy2 showed
some functional recovery between the third
and fourth week post injury. This recovery,
however, decreased afterwards. Meanwhile,
animals implanted with PPy synthesized by
plasma showed implant integration to the
nerve tissue, little destruction of nervous
tissue and significant functional recovery
when comparing with animals with implants
obtained by chemical methods and animals
from control group (p = 0.028).

Although both implants of PPy
copolvmerized with PEG and synthesized
bv plasma or electrochemically were well
integrated to the nervous tissue, the
functional recovery was ditferent. Animals
that received implants of PPy/PEG
synthesized by plasma showed greater motor
recovery (p = 0.05 with respect to animals
from control group) than those which received
implants obtained electrochemically.

The results show significant differences in
the effects of the method of svnthesis on
functional recovery and implant integration
to the nervous tissue. Although the polvmers
had the same molecules of origin, IR analysis
showed that method of synthesis affects the
chemical structure of the material.

Figure 4. Representative photomicrographs from longitudinal sections of spinal cord of rats that showing the
epicenter zone of injured spinal cord by complete transection a) Control: animals without implant; b) PPy:
animals implanted with PPy synthesized by plasma:; ¢) ChPPyl: animals implanted with PPy chemically-
synthesized; d) ChPPy2: animals implanted with PPy purchased from Sigma-Aldrich (chemically-synthesized);
e) PPy/PEG: animals implanted with PPy/PEG copolymer synthesized by plasma-; f) EPPy/PEG: animals
implanted with electrochemically-synthesized PPy /PEG copolymer. Magnification 2X. Hematoxylin /eosin stain.
C—Cyst, PPy, ChPPyl, ChPPy2, PPPy/PEG and EPPy/PEG—Implants.
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Wangh et al., showed that the chemical
structure of PPy and of polythiophene
synthesized by plasma are different from
the ones chemically svnthesized because the
materials obtained by plasma are highly
crosslinked and branched [45] and thev can
form three-dimensional network which can
support and promote neural cells grown while
the presence of heteroaromatic amine groups
and nitrile groups can favor neuroprotection
after an injurv in the central nervous system.
Furthermore, the polyvmers synthesized by
plasma are insoluble, thermally stable and
chemically inert [46], characteristics that
make them more desirable for implants in a
biological system.

Pyrrole belongs to a class of heterocvelic
compounds that are in various natural
components such as the heme group,
chlorophyll and vitamin B12 [47] and have
been used in various applications of chemical
medicine as anti-inflammatory, antibacterial
and antihypertensive agents, as well as agents
for tyrosine kinase inhibition[48].

Currently, PPy is mainly synthesized
by chemical oxidation or electrochemical
polvmerization [16]. Nevertheless, for
biomedical applications, plasma synthesis
might be a better option because the
unique characteristics of PPy generated
by plasma that allow improvement of the
cellular microenvironment and favor the
attachment and growth of cells. The low
rate of degradation of the material maintains
the cell adhesion, promotes morphological
maturation and allows preservation of its
properties [34]. It has been shown in
cultures of nerve cells on surfaces treated
with PPy, that the adhesion, proliferation.
attachment, viability and number of synapses
is increased compared with that observed in
cultures performed on surfaces treated with
compounds as Poly DL-Ornithine / Laminin
[34]. Furthermore, our research group has
demonstrated neuroprotective activity of
PPy synthesized by plasma, as well as greater
functional recovery in animals that received

this type of implant after a TSCI, compared
with those who did not receive it [36-38].

The above may be due to the chemical
structure of PPy obtained by plasma
polymerization. IR spectroscopy of this
material shows the presence of a variety of
chemical groups including primary amines,
nitriles and aliphatic sections [34], and it has
been shown that the structures consisting
mainly of methvl-, hydroxyl-, amino- and
carboxyl- functional groups, which are found
in natural biological surfaces, favor the
growth of cells [49].

The adaptability of tissues to materials
such as the implants studied in this work
begins with the absorption of solutions at
the surface of the material. The hydrophilic
properties of PPy, which can be increased
by increasing the ionization capability of the
material, allow one to store solutions and
favor interaction with cells [50-51], which
generates optimal sites for cell attachment.

Nerve cells carry out their function by
generating electrical activity. The nervous
system thus responds to electric fields
and the kev component of the neural
communication is the action potential
generated in the synapse. This implies that
the ideal biomaterial to implant in this
system must introduce electrical stimulators
to promote neuronal growth and nerve
regeneration [13]. The material must promote
regeneration of the nervous tissue at the
interface by attraction or rejection of ions
and polar groups between the cells and the
material. In addition to this, it has been
shown that electrical stimulation alters the
absorption of proteins and the interaction
with the nerve cells [52], which could
also favor nerve regeneration processes.
Although the breaking of rings in the
plasma polymerization process results in
a polvmer complex of low conductivity,
when is introduced into a biological svstem
its sensitivity to humidity increases its
conductivity [40]. It is known that the
electric conductivity of conductive polvmers
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synthesized by chemical or electrochemical
methods oscillates within a range of 1079 to
1075 S em~! [39]. The electric conductivity
of the plasma-synthesized PPy measured at
30 % relative humidity is around 10~!2 S
em!, while at 90 % of relative humidity it is
10~ S em~! [40]. The PPy/PEG copolymer
has a conductivity of 102 S em™' at 30
% of relative humidity [36] and of 107 to
10~% S em~! when it is dampened with ionic
solutions [51].

Due to their physical and chemical
properties, the PPy does not alter the
biological functions of the cell cultures and
provides better cell attachment and an
increased rate of proliferation, which may be
due to the accumulation of amino groups
(-NH,) and interaction with other groups
generated during the process of plasma
polymerization [34], which may explain the
better results obtained when using PPy
synthesized by plasma vs the PPy svnthesized
by conventional chemical or electrochemical
methods.
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Abstract Currently. there is no universally accepted
treatment for traumatic spinal cord injury (TSCI). a
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present study proposes the use of implants of mesoparticles
(MPs) of polypyrrole/iodine (PPy/I) synthesized by plasma
for neuroprotection promotion and functional recovery in
combination with treadmill training (TT) for neuroplas-
ticity promotion and maintenance of muscle tone. PPy/l
films were synthesized by plasma and pulverized to obtain

1 Hemmelinda Salgado-Ceballos
melisalce @ yashoo.com

! Department of Electric Engineering, Universidad Auténoma
Mewopalitana Iztapalapa, Apdo. Postal 55-534,
CP (9340, Mexico, DF, Mexico
“ Medical Research Unit in Neurological Diseases, Specialties
Hospital. National Medical Center XXI Century, Instituto
Mexicano del Segum Social, Av. Cuauhtémoc 330, Col.
Doctores, CP 06703 Mexico, DF, Mexico
Department of Physics, Universidad Autdnoma
Metropalitana Iztapalapa. Apdo. Postal 55-534,
CP 09340 Mexico, DF, Mexico

Department of Physics. Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares, Carr. México-Toluca, km 36.5,
CP 52750 Ocoyouacac, Estado de Méxica, Mexico

*  Department of Neurochemistry, Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia, Av, Insurgentes Sur 3877,
CP 14269 Mexico, DF, Mexico

“  Division of Biological Sciences and Health, Universidad
Auténoma Metropolitana Iztapalapa, Apdo. Postal 55-534,
CP 09340 Mexico, DF, Mexico

7 Proyecto Camina A C., Calzada de Tlalpan 4430, Col.
Toriello Guema, CP 14050 Mexico, DF, Mexico

Published online: 14 July 2015

115

MPs. Rats with a TSCI produced by the NYU impactor
were divided into four groups: Vehicle (saline solution);
MPs (PPy/l implant); Vehicle-TT (saline solution + TT);
and MPs-TT (PPy/l implant 4+ TT). The vehicle or MPs
(30 pL) were injected into the lesion site 48 h after a TSCL
Four days later. TT was carried out 5 days a week for
2 months. Functional recovery was evaluated weekly using
the BBB motor scale for 9 weeks and tissue protection
using histological and morphometric analysis thereafter.
Although the MPs of PPy/I increased nerve tissue preser-
vation (P =0.03) and promoted functional recovery
(P = 0.015). combination with TT did not produce better
neuroprotection, but significantly improved functional
results (P = 0.000) when comparing with the vehicle
group. So. use these therapeutic strategies by separately
could stimulate specific mechanisms of neuroprotection
and neuroregeneration. but when using together they could
mainly potentiate different mechanisms of neuronal plas-
ticity in the preserved spinal cord tissve after a TSCI and
produce a significant functional recovery.

Graphical Abstract The implant of mesoparticles of
polypyrrolefiodine into the injured spinal cord displayed
good integration into the nervous tissue without a response
of rejection. as well as an increased in the amount of
preserved tissue and a better functional recovery than the
group without transplant after a traumatic spinal cord
injury by contusion in rats. The relevance of the present
results is that polypyrroke/iodine implants were synthesized
by plasma instead by conventional chemical or electro-
chemical methods. Synthesis by plasma maodifies physico-
chemical properties of polypyrrole/iodine implants, which
can be responsible of the histological response and func-
tional results. Furthermore. no additional molecules or
trophic factors or cells were added to the implant for obtain
such results. Even more, when the implant was used
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together with physical rehabilitation, better functional
recovery was obtained than that observed when these
strategies were used by separately.

1 Introduction

Traumatic spinal cord injury (TSCI) is one of the most
significant health problems worldwide because it produces
paraplegia or quadriplegia and a broad range of secondary
complications [1]. To date, TSCI remains a devastating
condition with no universally accepted treatment.

Although the surviving neurons at or near the site of
injury have the ability to rearrange their anatomy and
functional connectivity [2]. this reconstruction can take
several years, or not occur at all. due to the adverse envi-
ronment produced by inflammation, ischemia, lipid per-
oxidation, and glial scarring, all of which limit spontancous
plasticity and decrease neuronal survival and functional
recovery [3].

To protect spinal cord nervous tissue and/or to promote
nervous tissue regeneration, various cells or tissues have
been implanted into the injured spinal cord, including
Schwann cells [4], peripheral nerves [5]. fetal tissue [6],
and neural stem cells [7], among others. Nevertheless.
these treatments have provided only modest functional
improvements because of the lack of structural and bio-
chemical frameworks for guiding, protecting. and encour-
aging the regrowth of axons across the injured zone of the
spinal cord. To achieve this structural support. different
tissue engineering strategies have been tested that use
natural and synthetic materials to create cellular or cell-free
bridges through the injured spinal cord or by constructing
scaffolds with various types of cells or neurotrophic factors
for spinal cord repair [8~11].

Among the natural polymers used as a scaffold after a
TSCI in rats are alginate, which reduces the astrocytosis
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and enhances axonal regeneration [12]; agarose. which
supports linear axonal growth through implantation [13]:
and acellular spinal cord scaffolds seeded or not with bone
marrow stromal celis (BMSC), which enhance the survival
of BMSC. reduce apoptosis and improve functional
recovery after a hemisection or partial injury of the spinal
cord [14]. The synthetic polymers used in an injured spinal
cord until now have been poly(2-hidroxy-ethyl methacry-
late) or poly(2-hidroxy-ethyl methacrylate)-co-methyl
methacrylate (PHEMA/PHEMA-MMA). which increase
angiogenesis and axonal regeneration [15. 16]; poly[N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamide] (PHPMA), which induces
the myelination of axons and reduces astrocytosis and glial
scar formation [17]; and polypymole (PPy) polymer. which
our research group has shown exhibits neuroprotective
effects through increasing the amount of preserved spinal
cord tissue and increases the functional recovery [18. 19].
The combined strategies include the three-dimensional
nanofibrous core-sheath scaffold with a nanorough sheath
and alginate core constructed on the poly(lacticco-glycolic
acid) or PGLA scaffolds, which supports axon regeneration
and functional recovery after a TSCI by hemisection [20].

PPy is a non-biodegradable semiconductor polymer,
which due to its conductivity and low inflaimmatory
response has been used in vitro to promote cell adhesion,
proliferation and growth of different types of cells such as
neurons [21] and even to enhance neurite extension [22].
Nevertheless. the method of PPy synthesis is crucial for the
construction of an adequate implant for biological systems
because traditional chemical and electrochemical poly-
merization methods use compounds such as accelerators,
solvents or intermediary products that present harmful
traces to the organism and produce undesirable or adverse
reactions in the body when implanted. especially if the
implants are placed into the central nervous system. which
has a very delicate physicochemical equilibium. A non-
contaminant method that uses electric variables instead of
chemical reagents to induce the polymerization is the
synthesis by plasma, which only requires the monomer
(pyrrole) and dopants, without other potentially harmful
compounds [23]. Our research group has used PPy iodine-
doped (PPy/T) polymer synthesized by plasma for implan-
tation into the transected spinal cord tissue, where we
showed that polymer is biocompatible and is able to reduce
the inflammatory response. increase tissue preservation and
improve functional recovery after a lesion [18, 19]: how-
ever, the results have also shown that it is necessary to
apply an additional therapeutic option to improve the
functional recovery.

To date, the only acceptable therapeutic strategy used in
the clinic, once the patient is stable. is passive and active
physical rehabilitation with the aim of strengthening those
muscles that still are active and to prevent spasticity
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thereof because physical rehabilitation increases the neu-
rotrophin levels in the muscles and spinal cord and induces
and potentiates neuronal plasticity [24-26]. Moreover,
active exercise performed mainly by locomotor training
treadmill (TT) with or without partial body-weight support
or robotic or manual assistance. has been shown to not only
enhance locomotor function in both experimental and
clinical studies but to also induce plasticity [27-29].
Therefore, to preserve the greatest amount of spinal cord
tissue and to induce the neuroregenerative processes with
the aim to obtain a higher functional recovery rate, the
present study proposes the use of implants of PPy/T syn-
thesized by plasma in therapeutic combination with TT for
the treatment of a TSCI produced by contusion in rats.

2 Materials and methods
2.1 Synthesis of PPy/lI implants

Thin films of PPyl were synthesized by resistive
radiofrequency (RF) glow discharges using a vacuum
tubular glass reactor of 9 cm in diameter and 25 cm in
length with stainless steel flanges and two stainless steel
flat electrodes of 7.0 & 0.05 cm in diameter and separated
by 5.0 = 0.05 cm. One clectrode was connected to the
ground and the other to the rf signal at 13.56 MHz and
80 W of an Advanced Energy RFX-600 power supply
combined with a matching network. The pressure in the
reactor was in the 10™' mBar interval and the time of
synthesis was 240 min. Under these conditions, electrical
glow discharges were established with pyrmole (Aldrich,
08 %) and iodine (Aldrich. 99.8 %) used as monomer and
dopant, respectively. No carrier gases or other chemical
reagents were used during the synthesis. Both reactants
were vaporized and entered into the reactor via separated
ports and were mixed inside.

The glow discharges promoted simultaneous polymer-
ization and doping processes producing thin films of PPy/
adhered to the internal reactor walls. After the synthesis the
films were washed. swollen with acetone and distilled
water, and removed from the reactor walls [23]. The films
were dried and pulverized manually in an agate mortar for
10 min to obtain powder with particles of different
geometry and size, called mesoparticles (MPs). Then. the
MPs were sterilized in an autoclave and prepared in a
suspension with saline solution at 5 mg/mlL

2.2 Characterization of PPy/T implants
The morphology of the MPs was analyzed with a Jeol JMS

5900LV scanning electron microscope (SEM) coupled with
an EDS Oxford INCA-XACT probe for elemental analysis
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and the images were processed with the Olympus Measure
IT program (Olympus Soft Imaging Solutions GMBH,
Johann-Krane-Weg 39 48149, Munster, Germany). The
chemical structure was analyzed by infrared spectroscopy
(IR) with a Nicolette 550 spectrophotometer at
400-4000 cm™ ' intervals using 32 scans.

2.3 Traumatic spinal cord injury

All of the animals used in the present study were main-
tained under standard laboratory conditions with free
access to food and water and handled in accordance to the
General Mexican Law in Health [30]. The protocol was
approved by the Scientific and Ethics Committees of the
Instituto Mexicano del Seguro Social (R-2010-3601-60).

Female Long Evans rats weighing 220-260 g were
subjected to surgery under ketamine and xylazine anes-
thesia (77.5 and 12.5 mg/kg. respectively) intramuscular
following the asepsis and antisepsis protocols. A skin
incision from the middle back and the paravertebral mus-
cles was made and the thoracic nine laminate was removed
carefully, exposing the spinal cord tissue. Then. a moderate
TSCI by contusion was produced using a NYU impactor
and then paravertebral muscles and skin were sutured
separately.

After the surgical procedures, animals were treated with
an anti-inflammatory (5 ml/2L of paracetamol into the
drinking water) and antibiotic (200 pL. of benzatinic
penicillin, in one intramuscular dose). The rats recovered
from the surgery and anesthesia in an intensive care unit for
small animals (Schoer Manufacturing CO., Kansas City.
MO, USA). Then. they were placed into individual acrylic
cages with sterile sawdust where they received food and
water ad libitum. Their intestine and bladder were handled
with manual expression twice a day until automatism was
recovered; visual inspection was performed daily to detect
any skin irritation or decubitus ulcers.

The rats were allocated into four experimental groups as
follows: Group 1. Vehicle (30 pL of saline solution);
Group 2. MPs (30 pL. of MPs): Group 3. Vehicle-TT
(30 pL of saline solution plus treadmill training); Group 4.
MPs-TT (30 pL of PPy/l MPs plus treadmill training).

24 Implantation of PPy/I into the injured spinal
cord zone

Two days after the TSCL rats were re-anesthetized as
described before with the aim to expose the spinal cord.
Then. the rats were injected using a Hamilton syringe into
the injured spinal cord zone with vehicle (saline solution)
or MPs (5 mg/mL). Afterwards. animals were sutured as
previously described. The analgesic and antibiotic
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reatments as well as the postsurgical cares were provided
similarly to that after the TSCI surgery.

2.5 Treadmill training

The animals from the corresponding groups received
physical rehabilitaion on a walking treadmill of 42 inches
for pets which was adapted with several lanes for the
experiments. The rehabilitation was applied in a quadruped
position. where the animals supported 100 % of their body
weight. The TT began 6 days post-injury, and lasted
20 min daily. 5 days a week for a period of 2 months. The
speed of the treadmill ranged from 13.9 to 16.7 cm/s.

2.6 Functional recovery

The recovery of motor function from the hind limbs of the
rats was assessed individually during 4-5 min in an open
field using the Basso. Beattie and Bresnahan (BBB) scale.
The test was applied by two observers blind to the treat-
ment of each animal. The first evaluation was conducted
24 h after the TSCI with the aim to corroborate the
paralysis on both of the hind imbs and then once a week
during the following 9 weeks. The BBB functional scale is
a 22-points test that evaluates the movements of the hip,
knee and ankle joints, where 21 represents a normal
function and 0 indicates no movement of none of the joints
of the hind limbs [31].

2.7 Histological and morphometric analysis

Nine weeks after the TSCI. animals were anesthetized
followed by an intraperitoneal administration of (.2 mL of
heparin. Then, a wide thoracotomy was performed, the
ascending aorta was cannulated and 200 mL of cool
physiological saline solution followed by 400 mL of 4 %
paraformaldehyde in phosphate buffer were perfused
through the heart. using a peristaltic pump at 30 mL/min.
Then. the spinal cord was obtained including the injured
zone and the neighboring areas. The specimens were
embedded in paraffin. Serial longitudinal sections of 10 pm
thickness were cut and stained with hematoxylin and eosin
for histological and morphometric analysis. Digital images
were obtained using a light microscope with a computer-
ized system equipped with the IM 500 software and a
CCD-IRIS Sony camera. The morphometric assessment
was performed with the Image Database V.4.01 software
from Leica. The preserved spinal cord tissue was measured
in an area of 25.07 mm® surrounding the lesion. To have
comparable evaluation areas, the ependyma was taken as a
reference for the cuts.
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2.8 Statistical analysis

The BBB scores were evaluated using the ANOVA of
repeated measures followed by Dunnett’s test. The pre-
served spinal cord tissue was statistically analyzed by the
Kruskall-Wallis test followed by the Mann-Whitney U
test. Significant differences were considered when
P < 0.05. The analyses were performed using the SPSS
16.0 software.

3 Results
3.1 Morphology of MPs from PPy/l

Different morphological aspects of PPy/I are presented in
Fig. |, where particles of different size and irregular
geometry with a tendency to form agglomerates with other
neighboring particles can be observed. The MPs normal
size distribution ranged from 0.006 and 25.9 pym, with a
mean of 4.2 pm.

3.2 Chemical structure from MPs of PPy/I

An infrared (FT-IR) spectrum from the MPs of PPy/l is
shown in Fig. 2. where the most significant absorption is
found at 3430 cm™ ", which comresponds to the N-H bonds
of pyrrole and O-H. as previously described [32]. The
absorption at 2932 ¢cm™' indicates the presence of C-H
aliphatic groups. The ftriple bonds of C=N and C=C are
located at 2220 and 2364 a'n’l, and the double bonds
between N. C and O such as N=C=C, O=C=C, C=C=C can
also be identified in different combinations in that region.
The individual double bonds, C=0, C=C, and C=N can be
related with the absorption in 1630 cm™', where C=C
bonds are part of the PPy structure and therefore of the
polymers. The peak at 1435 cm™ can be associated with
the substitution of hydrogens in heteroaromatic rings. One
of these possible substitutions can be identified in the small
peak centered in 604 cm ™', which indicates the presence of
iodine in the polymeric particles.

3.3 Elemental analysis

The analysis of atomic percentage of C, N, O and I in MPs
of PPy/l indicated that the C (74.78 %). N (14.38 %) and 1
(0.78 %) are part of MPs structure, but O (9.12 %) is an
additional element that could be added by oxidation after
synthesis as a consequence of the atmospheric interaction.
The participation of T is low because this element has a
doping function in the polymer.
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Fig. 1 a SEM microgmphs of
mesoparticles (MPs) from
polypyrrole/iodine (PPy/T)
obtained with a Jeol JMS
SOOOLYV scanning electron
microscope at 1000 x, where
agglomenuted particles of
different sizes and shapes can be
distinguished. b Graphic
displaying the size distribution
of MPs from PPy/l
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Fig. 2 Infured (FT-IR) spectrum of mesoparticles (MPs) from
polypyrrole/iodine (PPy/1), displaying the most important peaks
observed during the analysis of the biomaterial before implantation
into the injured spinal cord

3.4 Functional recovery

Motor function of the hind limbs was evaluated 24 h after
the TSCI with the aim to corroborate complete bilateral
paralysis in all of the rats (BBB = 0). Afterwards. the
gradual improvement of each animal was assessed once a
week during 9 weeks (Fig. 3). At the end of the follow up.
the animals belonging to the vehicle group showed the
poorest functional recovery, reaching only 8 in the BBB
scale, which means that the rats had extensive movement
of the three joints of the hind limbs (knee. hip and ankle)
but without body weight support. Animals from the Vehi-
cle-TT group had an average assessment of 10 in the BBB
scale, which means that the rats showed extensive move-
ment of the three joints. occasional body weight support.
and plantar placement of the paw, whereas animals treated
with MPs showed a better functional recovery (10.8)
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Fig. 3 Time course of functional recovery measured by BBB open
field scors after traumatic spinal cord mjury (TSCT). Vehicle: saline
solutton; Vehicle-TT: saline solution plus treadmull training: MPs:
implant of mesoparticles: MPs-TT: implant of mesoparticles plus
treadmill training. The results are expressed as the mean + SE.
Repeated-measures ANOVA test followed by Dumnett’s test. *MPs
and MPs-TT groups were significantly different from the Vehicle
group (P = 0.015 and 0.000, respectively)

because they had extensive movement in the three joints of
the hind limbs, plantar steps and frequent or consistent
weight support (Fig. 3). The rats with the MPs-TT thera-
peutic combination showed the highest score (15.8) in the
BBB scale at week 9. which indicated that the animals
were able to consistently support their body weight and
display coordination during walking between hind limbs
and fore limbs, and take plantar steps with a predominantly
parallel paw position to the body. This behavior was sig-
nificantdy different in the MPs group (P = 0.015) and the
MPs-TT group (P = 0.000) from that observed in the
vehicle group.

3.5 Histological and morphometric analysis

Nine weeks after the TSCI. the animals were sacrificed to
analyze the preserved tissue of the spinal cord and the
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implants’ integration into the nervous tissue. The amount
of preserved spinal cord tissue was quantified in an area of
25.07 mm? per each spinal cord included in the analysis.
Morphometric analysis showed that a better preservation of
nervous tissue was observed in the groups implanted with
MPs alone (P =0.034) or in combination with TT
(P =0.05) when compared with the group that just
received the vehicle.

Photomicrographs of the spinal cords from the vehicle
group showed the greatest tissue destruction, the biggest
cystic cavities and a complete loss of histological archi-
tecture. with no differences between this and the vehicle-
TT group (P = 0.724). The MPs-TT group showed a better
preservation of the spinal cord tissue and fewer cystic
cavities of different size at the injured zone than the rest of
the groups. Although the animals with an implant of MPs
displayed a good integration into the spinal cord tissue. the
MPs tended to move toward the cephalic area without a
response of rejection, but with an acute inflammatory
response: however, this response was lower than that
observed in the vehicle group (Fig. 4). Although the ani-
mals that received MPs showed a large glial scar that
spread beyond the injury site toward the cephalic and
caudal area. this scar was less evident when the rats
received the implant of MPs in combination with TT

Fig. 4 Longitudinal sections of (A)
the spinal cond from

representative rats from each
experimental group that show c Gs
the epicenter of the injured

zane, the preserved tissue and

the cystic cavities formed

2 months after a trmumatic

spinal cord injury, a Vehicle: (&)
saline solution: b Vehicle-TT:

saline solution plus treadmill

traming: ¢ MPs: implant of
mesoparticles: d MPs-TT:

implant of mesoparticles plus

treadmill tmining.

Magnification 2x.

Hematoxylinfeosin stain. MPs

mmplant of mesoparticles of =
PPy/l, GS glial scar: C cyst. (E)
¢ Grphic showing the results

from the morphometric analysis

where the MPs and MPs-TT 20 -
groups were significantly
different from the vehicle group
(P = 0,034 and 0.05,
respectively). Kruskall-Wallis
test followed by Mann-Whitney
test

Area (mm?)
o

-
o

Vehicle
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treatment, whereas the presence of inflammatory cells was
less in the implanted group that in the non-implanted
groups. Moreover. no evident response of rejection to the
implant of MPs was detected in any case (Fig. 5).

4 Discussion

In the present study. we evaluated the effect of MPs of PPy/
I that were synthesized using plasma and implanted 2 days
after a TSCI by contusion. Because others have described
the functional improvement after implantation of different
biopolymers to be modest (for review see [33]), one of the
goal of the present work was to increase the potential
beneficial effects that our research group obtained before
using implantation of PPy/I [ 18, 19]. Thus, this therapeutic
strategy was used in combination with locomotor training
on a treadmill. This combination increased the functional
recovery in paraplegic animals, but did not increase the
protection of the nervous tissue after a TSCL These results
could be due to an acceleration in the spontaneous plas-
ticity of the surviving neural circuits of the spinal cord,
more so than by neuroprotection of the spinal cord tissue in
the acute phase of the lesion because the implants were

*
I *
I
MPs Vehicle-TT MPs-TT
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Fig. 5 Magnification of longitudinal sections of the spinal cord from
representative rats of each group that show the epicenter of the injured
zone, with and without the 1mplants and the inflammatory response.
a Vehicle: saline solution: b Vehicle-TT: saline solution plus

injected 2 days after the TSCI and the TT began 5 days
later.

In previous studies. our research group showed that
implants of films of PPy/I synthesized by plasma were able
to decrease the inflammatory response. produce neuropro-
tection and promote functional recovery when implantation
is performed immediately after a complete section of the
spinal cord in adult rats [ 18, 19]. Nevertheless. in humans,
the TSCI is usually produced by contusion and not by
complete section, where surgical manipulation of the ner-
vous ftissue by implantation of scaffolds. films or solid
neuronal bridges can produce further damage. So, in the
present study. the TSCI model by contusion was used and
the biomaterial was applied as MPs into the injured zone by
direct injection 2 days after the lesion. Under these con-
ditions, after 2 months, the MPs promoted more tissue
preservation and functional recovery in comparison with
the animals that received just the vehicle; however. the
functional results improve if both therapeutic strategies
were used together although without an increase in the
amount of preserved tissue. So. this combination could
stimulate specific mechanisms of neuronal plasticity in the

121

treadmill training: ¢ MPs: implant of mesoparticles: d MPs-TT:
implant of icles plus treadmill training. Magnification 20x.
Hematoxylin‘eosin stain. MPs mesoparticles of polypymole/iodine
(PPy/T) implant: /C inflammatory cells

preserved spinal cord tissue more that stimulate mecha-
nisms of neuroprotection or neuroregeneration,

Although different injectable biomaterials have been
used previously in rats as implants after a TSCI such as
collagen, fibrin, fibronectin and poly (lactic acid)-poly-
ethylene glycol-poly(lactic acid), those implants enhance
and support the oriented growth of axons but with a modest
functional recovery [33-35]. Cigognini et al. [36] reported
a self-assembling of the peptide RADA 16-1 functionalized
with a bone marmow homing motif (BMHP1) and optimized
via the insertion of a 4-glycine-spacer (RADA16-4G-
BMHPI) that was implanted immediately after a TSCT by
contusion in rats. This peptide provided both physical and
trophic support to nervous tissue ingrowth. increased cel-
lular and axonal infilration within the cyst, and improved
functional recovery. Other researchers studied the effects
of collagen. viscous fibronectin (FN), fibrin (FB) and fib-
rinfibronectin (FB/FN) injected into an experimental cav-
ity in the spinal cord of rats. A number of them displayed
good integration with the host and were able to support
axonal ingrowth in association with the infiltration of
Schwann cells and deposit of laminin [37]; however, the

) Springer
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collagen implant resulted in uneven axonal growth because
these implants contained a dense inclusion that the axons
were not able to penetrate. whereas the animals implanted
with FN had large cavities at the interface between the
implant and host. and few surviving neurons in the intact
spinal cord adjoining the implant site. Only the animals
implanted with FB/FN showed a robust growth of axons
[33]. Among the main characteristics of these materials is
their rapid transformation from a liquid to a gel after being
injected into the injured spinal cord and the formation of a
scaffold thereafter; however, even if the implants show
good integration into the nervous tissue and they promote
axonal regeneration. onc must consider that they are
biodegradable materials. Thus, it is important to take note
of any degradation products that can be produced because
they could be toxic for the host, as well as the degradation
rate, which should be synchronized with the frequency of
nerve regeneration with the aim to avoid the risk of nerve
compression or limitation of axonal growth. In the present
work, the MPs did not generate a scaffold because they
were suspended into a saline solution (vehicle). Thus. the
MPs were dispersed throughout the lesion site and the
surrounding areas without the risk of compression and cell
growth between the implant was not limited. Although the
MPs of PPy/l are non-biodegradable, the risk of toxicity
was reduced because they were synthesized by plasma
Moreover, the implantation of MPs into the injured spinal
cord was well-tolerated as it generated a discrete acute
inflammatory response with no response of rejection. and
no additional alterations in the animals’ health during the
2 months of follow up. This positive effect could be also
due to the method through which the implants were syn-
thesized because if the MPs of PPy/l are obtained by
plasma, no potentially toxic extemal agent is included
during polymerization as is the case for traditional chem-
ical and electrochemical methods [23]. In the polymeriza-
tion by plasma, the reactions are performed by means of
electric discharges that ionize the reactant monomers on
their gaseous phase and the produced plasmas. Molecules.
electrons and ions increase their kinetic energy and collide,
breaking some chemical bonds in the monomers that will
form the polymer. where only chemical compounds
involved in this process are the monomers and its deriva-
tives. This mechanism partly explains why polymers syn-
thesized by plasma have different physical and chemical
properties than those obtained by traditional chemical or
electrochemical methods.

At the end of the follow up. the animals implanted with
MPs of PPy showed a significant functional recovery in
comparison with the animals that received just the vehicle.
most likely due to the implant’s physical and chemical
properties. Polymer's conductivity is able to alter the local
electric fields and modify the extracellular matrix and the
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environment around the implant. promoting neuronal
interactions, preventing cell death. controlling cell growth
and inducing plasticity [38-41]. Because the resulting
polymer synthesized by plasma can be a three-dimensional
cross linked structure, this structure may affect the con-
ductive properties of PPy. Moreover. the polymer was
combined with iodine (PPy/T) during the synthesis with the
aim to increase its ability to ransfer electrical charges and
thus negate a requirement for external sources of electrical
stimulation for exerting its effect. Furthermore. the
heteroaromatic amine groups of the polymer are well-tol-
erated by cells and they can promote interactions between
them; however. more studies are needed to understand
which molecules and neurotrophic factors are specifically
involved in this process, and which mechanisms are
responsible for improving functional recovery in the ani-
mals that received the implant of MPs of PPy/l.

Even though the implant of MPs had positive effects on
neuroprotective processes and functional recovery after a
TSCL the best functional results were obtained when the
implant of MPs was used together with the therapeutic
strategy of rehabilitation with TT. Although different
strategies of rehabilitation, such as swimming, bicycling.
exercise via wheel running and TT have been applied in
experimental models of TSCI with the aim to improve
locomotion, not all of them have had a significant effect on
functional recovery. Some authors showed no improve-
ment in functional recovery assessed with the BBB scale
using swimming as rehabilitation therapy, and compared
with untrained animals with a TSCI by contusion since it
has been proved that swimming induces extravasation in
and around the site of injury [42]. Bicycling has been
shown to help prevent muscle atrophy and restore the
frequency-dependent depression of the H-reflex to the level
of that of intact animals but without significant effects on
the functional recovery in rats with spinal cord transection
[43, 44]. Although exercise via wheel mnning has
improved functional recovery in rats with contusion [45].
TT with or without partial body-weight support or with
robotic or manual assistance after a TSCI has a better effect
on functional recovery because it engages new coordina-
tive strategies that, although different from nommal loco-
motion. generate foot motion very similar to normal:
promotes reorganization of locomotor networks, both
above and below the lesion site; and induces rostral and
caudal plasticity to the injury zone because the circuits that
control stepping as well as standing are highly plastic and
their functional connectivity can be modulated by TT [46,
47]. Others have shown that TT induces plasticity by
enhancing axonal outgrowth and Erk1/2 activation and
promotes functional recovery in rodents and cats with
spinal cord section or contusion [48-50]. In the present
work, TT was implemented without body weight support,
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with the aim that rats were able to walk voluntarily in their
natural quadruped position, and thus the confusing vari-
ables associated with movements without voluntary control
in a bipedal position due to external manipulation of
researcher were avoided.

Although it was previously shown that TT promotes
functional recovery. any protection of the nervous tissue
was demonstrated in comparison with untrained animals in
the present work. Nevertheless, results suggest that TT
could induce and accelerate the spontaneous plasticity in
the surviving axons and spinal cord circuits by altering
their organization. structure and function, more so than by
forming new fibers, which gives rise to better functional
recovery when used in combination with PPy/T implants,
but in a non significant way when applied alone: however,
in accordance with other reports using rats with moderate
contusion and TT without body weight support, TT is able
to improve locomotor function through increasing the
neuroplasticity in the spinal cord neural circuits where the
recovery directly depends on TT rather than the sponta-
neous reorganization of the spinal circuits [51]. Therefore,
untrained animals achieve an incomplete degree of recov-
ery due to the spontaneous plasticity, which is limited.

In the present work. the combined therapeutic strategy
of the implant of MPs plus TT had an additive effect on
functional recovery. In the animals from the group that
received the implant of MPs, a better functional recovery
was observed than in the animals from the groups without
the implant, from the first week post injury to the end of the
follow up. Nevertheless, when the implant of MPs was
combined with TT, the animals exhibited faster recovery
than the animals in the other experimental groups until the
fourth week. Thereafter. recovery continuously increased,
although at a lower rate; however, no additive effects were
demonstrated when both treatments were applied together,
The results suggest the possibility that the implants of MPs
alone induce plasticity due to the reorganization of the
surviving neural circuits. When the implants are combined
with TT, this plasticity is accelerated even more, but
without direct association with the amount of preserved
tissue, thus partly explaining why the combination of both
therapeutic strategies produces better functional results
than if they are applied separately.

Despite previous work, it is important to continue
studying the physicochemical and morphological proper-
ties of the biomaterial and test different vehicles that pre-
vent the mobilization of MPs far away from the injury site
to improve the beneficial responses, in addition to studying
their effect in the chronic phase. Furthermore. if implants
of MPs of PPy have future applications in biomedicine,
mainly in the central nervous system because of their size
and the possibility to apply them without further damage to
the nervous tissue, the use of injectable biomaterials for the
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treatment of TSCI is still being tested: thus, it is necessary
to continue studying and developing new strategies that
may enable this treatment to be applied to humans with
TSCI alone or in combination with other therapies to fur-
ther enhance the previous and present results,

5 Conclusions

The implants of MPs of PPy/I synthesized by plasma dis-
played good integration into the nervous tissue without a
rejection response when they were applied 2 days after a
TSCL

Although no additive effect on the preservation of ner-
vous tissue was demonstrated when the implantation of
MPs of PPy/l was used in combination with TT. the pro-
motion of functional recovery was positively affected.

The use of both therapeutic strategies by separately
could stimulate mechanisms of neuroprotection and neu-
roregeneration, but when using together they could
potentiate the stimulation of mechanisms of neuronal
plasticity in the preserved spinal cord tissue after a TSCI
and produce a significant functional recovery.
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Anexo 5. Escala BBB para evaluar la funcion

locomotora

Grado 0: No se observan movimientos de las patas traseras (PT).

Grado 1: Movimiento limitado (arco<50%) de una o dos articulaciones, usualmente de la
cadera y/o rodilla.

Grado 2: Movimiento amplio (arco<50%) de una articulacién con o sin movimiento limitado
de otra.

Grado 3: Movimiento amplio de dos articulaciones.

Grado 4: Movimiento limitado de las tres articulaciones de la PT (cadera, rodilla y tobillo).
Grado 5: Movimiento limitado de dos articulaciones y amplio de la tercera.

Grado 6: Movimiento amplio de dos articulaciones y limitado de la tercera.

Grado 7: Movimiento amplio de las tres articulaciones de la PT (Cadera rodilla y tobillo).
Grado 8: Movimientos ritmicos (coordinados) de ambas patas PT sin soporte del peso o
colocacion de la planta pero sin soportar peso.

Grado 9: Colocacion plantar con soporte de peso cuando no estd caminando o0 pasos
ocasionales (<= 50%), frecuentes (51% al 94%) o constantes (95% al 100%) con soporte de
peso dorsal, sin apoyo plantar.

Grado 10: Pasos ocasionales con soporte plantar, sin coordinacién entre patas delanteras
(PD) y PT.

Grado 11: Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, sin coordinacion entre
PDyPT.

Grado 12: Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, y coordinacion
ocasional entre PD y PT.

Grado 13: Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, y coordinacién

frecuente entre PD y PT.
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Grado 14: Constantemente da pasos con soporte de peso plantar, coordinacién constante
entre PD y PT, y hay rotacion interna o externa de patas, principalmente al hacer contacto con
el piso o al despegar. También da pasos plantares frecuentes, coordinacion constante entre PD
y PT, y pasos dorsales ocasionales.

Grado 15: Pasos plantares y coordinados entre PD y PT constantes. No separa los dedos o
solo ocasionalmente cuando avanza la pata hacia delante. Al hacer contacto con el piso
predominio de la alineacion paralela de la pata al cuerpo.

Grado 16: Pasos plantares y coordinados entre PD y PT constantes durante la marcha. La
separacion de los dedos ocurre frecuentemente cuando avanza la pata hacia delante. Al hacer
contacto con el piso predominio de la alineacion paralela de la pata al cuerpo, pero, la rota al
levantarla.

Grado 17: Pasos plantares y coordinados entre PD y PT constantes durante la marcha. La
separacion delos dedos ocurre frecuentemente cuando avanza la pata hacia delante. Al hacer
contacto con el piso predominio de la alinecion paralela de la pata al cuerpo, pero, al levantar
la pata la mantiene alineada (sin rotar).

Grado 18: La separacion de los dedos es constante durante la marcha. Al hacer contacto con
el piso predominio de la alineacion paralela de la pata al cuerpo, pero, la rota al levantarla.
Grado 19: Pasos plantares y coordinados entre PD y PT constantes durante la marcha. La
separacion de los dedos ocurre constantemente durante la marcha. Al hacer contacto con el
piso y levantar, predominio de la alineacion paralela de la pata al cuerpo. Arrastra la cola
parte o todo el tiempo.

Grado 20: Pasos plantares, marcha coordinada y separacion de dedos constante. Al hacer
contacto con el piso y levantar, predominio de la alineacion paralela de la pata al cuerpo, la
cola levantada constantemente e inestabilidad del tronco.

Grado 21: Igual al anterior, pero, tronco constantemente estable.
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Anexo 6. Procedimiento de tincion. Método de

Hematoxilina y Eosina de Harris

FIJACION: Formalina neutra al 10%, estabilizada, fijadores de Bovino o de Zenker.
SECCIONES: En parafina, celoidina o por congelacion, de 3 a 20 micrones
SOLUCIONES:

Alcohol &cido al 1%:

Acido clorhidrico iml

Etanol 99ml
Agua amoniacal:

Hidréxido de amonio al 28% 2a4ml

Agua destilada. 800ml a 1000ml
Solucion saturada de carbonato de litio:

Carbonato de litio 1.54¢g

Agua destilada. 100ml

Solucion de eosina-floxina.
HEMATOXILINA DE HARRIS

Hematoxilina 5.0g
Etanol al 100% 50.0ml
Alumbre de potasio o de amonio 100.0g
Agua destilada 1000.0ml
Oxido rojo de mercurio 2.5¢

Use un frasco de 2000ml para el alumbre y el agua, y uno mas pequefio para el etanol y la
hematoxilina. Disuelva completamente el alumbre en el agua destilada con la ayuda de calor y un
agitador magnético. Agite vigorosamente para disolver la hematoxilina en el alcohol, a
temperatura ambiente. Remueva el alumbre y el agua destilada de la fuente de calor. Lentamente
combine las dos soluciones. Devuelva las soluciones ya combinadas a la fuente de calor. Haga
hervir la mezcla tan rapido como sea posible, aproximadamente 1min o menos. Remueva del
calor y lentamente afiada el 6xido de mercurio. Si el O0xido de mercurio se afiade muy
rapidamente, la reaccion hara que la solucion hierva y se derrame. Devuelva la solucion a la
fuente de calor hasta que se torne de un color parpura oscuro, remuévala del calor, y pdngala en
un recipiente con agua fria hasta que baje la temperatura. La solucion entonces esta lista. Afiada
20ml de &cido acético glacial para intensificar la tincion nuclear. Filtre la solucion cada vez antes

de usarla.

129



Anexos

PROCEDIMIENTO

1. Desparafinice las laminas e hidrate hasta llegar al agua destilada.
“Dezenkerice,” si es necesario, antes de tefiir.

2. Tifla en hematoxilina de Harris, filtrada recientemente, de 6 a 15min.

3. Lave en agua corriente de 2 a 5min.

4. Diferencie en alcohol acido al 1%, 1 a 2 remojones.

5. Lave brevemente en agua corriente.

6. Coloque las laminas en una solucién débil de agua amoniacal o en una solucién
saturada de carbonato de litio hasta que las secciones se vean de un color azul
brillante.

7. Lave concienzudamente en agua corriente por 10min.

8. Coloque en etanol al 80% por 1 6 2min.

9. Contraste en la solucion de toxina-floxina por 2min.

10.  Deshidrate y aclare a través de 2 cambios de etanol al 95% cada uno, luego etanol
absoluto, y luego xileno, 2min en cada cambio.

11.  Montar con medio resinoso.

RESULTADOS

Ndcleo azul

Citoplasma de rosado a rojo

La mayoria de otros tejidos de rosado a rojo
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