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RESUMEN

La lesion traumética de la médula espinal (LTME) puede causar paralisis y discapacidad
permanente. Aunque su efecto benéfico es limitado, a la fecha la rehabilitacion (RB) es el Unico
tratamiento aceptado en la clinica. Nuestro grupo de investigacién demostré previamente que
el polipirrol/lyodo (PPy/l) sintetizado por plasma promueve la recuperacion de la funcion motora
después de una LTME, por lo que en el presente proyecto se evalud el efecto del PPy/l
sintetizado por plasma aplicado en combinacion con un esquema mixto de RB sobre la
recuperacion funcional y los mecanismos involucrados en ello. Se utilizaron ratas Long-Evans
adultas a las que se les produjo una LTME por contusién moderada utilizando el impactador
NYU y se dividieron en 4 grupos: sin tratamiento (control); con biopolimero (PPy/l); con
esquema mixto de RB mediante natacion y ambiente enriquecido (SW/EE); y con el tratamiento
combinado (PPy/I+SW/EE). Ocho semanas después de la LTME, la salud general de los
animales que recibieron cualquiera de los tratamientos fue mejor comparada con los animales
del grupo control. La recuperacién motora evaluada con la escala de nado Louisville (LSS) y
la de campo abierto de Basso-Beattie-Bresnahan (BBB), fue mejor y se logré en menos tiempo
con el tratamiento combinado PPy/I+SW/EE. El tejido medular se preservd mejor en los
animales a los que se les administré PPy/l y PPy/I+SW/EE, redujeron la pérdida neuronal y de
oligodendrocitos en el tejido circundante al epicentro de la lesién. En los tres grupos que
recibieron alguno de los tratamientos, también se observo la presencia de vasos sanguineos
de nueva formacion, lo cual no ocurrié en el grupo control. El andlisis de la expresion génica
en los grupos tratados con PPy/l y PPy/I+SW/EE mostr6 que estos tratamientos pueden
modificar genes que participan en procesos biolégicos relacionados con el ciclo celular,
proliferacion, crecimiento axonal, regeneracion y plasticidad. Estos dos Ultimos procesos se
correlacionaron con la identificacion inmunohistoquimica de proteinas como llI-tubulina
(relacionada con la plasticidad nerviosa) y GAP-43 (involucrada en la regeneracion nerviosa),
gue fueron expresadas de forma significativa en la médula espinal de los tres grupos con
tratamiento. Mas aln, los animales tratados con SW/EE y PPy/I+SW/EE exhibieron fibras
positivas a Blll-tubulina que cruzaron el sitio de lesion y colocalizaron con GAP-43. En
contraste, la MBP (asociada con el proceso de mielinizacidén), mostré una discreta expresion
en el epicentro de la lesién pero sin colocalizar con la Blll-tubulina, mientras que la expresién

de GFAP (proteina expresada por los astrocitos reactivos que forman la cicatriz glial),



disminuy6 en los 3 grupos tratados. El uso de un esquema de rehabilitacion mixta (SW/EE) en
combinacion con la aplicacion del biopolimero PPy/I sintetizado por plasma, disminuye la
formacion de la cicatriz glial, favorece los procesos de regeneracién y plasticidad nerviosa y la

recuperacion funcional, por lo que podria representar una alternativa terapéutica para la LTME.



ABSTRACT

Traumatic spinal cord injury (TSCI) can cause paralysis and permanent disability. Although its
beneficial effect is limited, to date rehabilitation (RB) is the only accepted treatment in the clinic.
Our research group previously demonstrated that plasma-synthesized polypyrrole/iodine
(PPy/l) promotes recovery of motor function after TSCI, so in the present project we evaluated
the effect of plasma-synthesized PPy/l applied in combination with a mixed RB scheme on
functional recovery and the mechanisms involved in it. Adult Long-Evans rats that underwent
moderate contusion TSCI using the NYU impactor were divided into 4 groups: no treatment
(control); with biopolymer (PPy/l); with mixed RB scheme using swimming and enriched
environment (SW/EE); and with the combined treatment (PPy/I+SW/EE). Eight weeks after
TSCI, the general health of animals receiving any of the treatments was better compared to
animals in the control group. Motor recovery assessed with the Louisville swimming scale (LSS)
and the Basso-Beattie-Bresnahan open field scale (BBB), was better and achieved in less time
with the combined PPy/I+SW/EE treatment. Spinal cord tissue was better preserved in animals
given PPy/l and PPy/I+SW/EE, reduced neuronal and oligodendrocyte loss in the tissue
surrounding the epicenter of injury. In the three groups that received any of the treatments, the
presence of newly formed blood vessels was also observed, which did not occur in the control
group. Gene expression analysis in the PPy/l and PPy/I+SW/EE treated groups showed that
these treatments can modify genes involved in biological processes related to cell cycle,
proliferation, axonal growth, regeneration and plasticity. The latter two processes correlated
with the immunohistochemical identification of proteins such as Blll-tubulin (related to nerve
plasticity) and GAP-43 (involved in nerve regeneration), which were significantly expressed in
the spinal cord of all three treatment groups. Moreover, SW/EE- and PPy/I+SW/EE-treated
animals exhibited Blll-tubulin-positive fibers that crossed the injury site and colocalized with
GAP-43. In contrast, MBP (associated with the myelination process), showed discrete
expression at the lesion epicenter but without colocalizing with Blll-tubulin, while GFAP
expression (protein expressed by reactive astrocytes that form the glial scar), decreased in all
3 treated groups. The use of a mixed rehabilitation scheme (SW/EE) in combination with the
application of plasma-synthesized PPy/l biopolymer decreases glial scar formation, favors
nerve regeneration and plasticity processes and functional recovery, so it could represent a

therapeutic alternative for TSCI.
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INTRODUCCION.

|.1. MEDULA ESPINAL.

La médula espinal forma parte del Sistema Nervioso Central junto con el cerebro, es un cilindro
continuo de tejido nervioso que se encuentra cubierto por tres meninges denominadas:
duramadre, aracnoides y piamadre, que le brindan soporte, nutricibn y proteccion.
Conjuntamente, la médula espinal esta suspendida en liquido cefalorraquideo dentro del
conducto raquideo, formado por las vértebras de la columna vertebral (Fig. 1A) y esta definida
por 31 segmentos, 12 segmentos toracicos, 5 lumbares, 5 sacros y 1 coccigeo, determinados
por los nervios espinales y la emergencia de las raices nerviosas (Snell 2007, Watson, Paxinos
y cols. 2009). Ademas, tiene dos ensanchamientos, el ensanchamiento cervical o braquial (C5-
T1) y el ensanchamiento lumbosacro (L2-S2) (Fig. 1B) (Watson, Paxinos y cols., 2009, Martini,
Obery cols., 2017).
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Figura 1. Anatomia externa de la médula espinal. A. Médula espinal suspendida en el liquido cefalorraquideo y
protegida por las tres meninges, duramadre, aracnoides y piamadre. Modificada de EHS Anatomy y Physiology
de Zimmer Biomet (Cummings, 2001, Spine, 2018). B. Segmentos de la médula espinal determinados por los
nervios espinales y la emergencia de las raices nerviosas y los ensanchamientos cervical y lumbosacro.
Modificado de Visual Anatomy and Physiology (Martini, Ober y cols., 2017).
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De manera interna, la médula espinal estd conformada por la sustancia gris y la sustancia
blanca. La sustancia gris esta organizada en forma de una mariposa o una letra H que depende
del nivel en el que se observe y, al centro se encuentra el canal ependimario (Watson, Paxinos
y cols., 2009). La sustancia blanca rodea la sustancia gris (Purves, Fitzpatrick y cols., 2000,
Watson, Paxinos y cols., 2009), que consiste principalmente de axones que se extienden

longitudinalmente y células gliales (Fig. 2).

Sustancia
-
blanca

Canal
-
apendimario

Sustancia
gris

'\
Figura 2. Anatomia interna de la médula espinal. Localizacion de la sustancia gris, la sustancia blanca y el

canal ependimario. Modificado de Human Anatomy (Martini, Timmons y cols., 2012).

Cuando se encuentra a un grupo de axones en un area determinada se llaman funiculos y los
paquetes mas pequefios de axones que comparten caracteristicas comunes con los funiculos
son llamados fasciculos. Asimismo, los grupos de fibras nerviosas que comparten el mismo
origen, curso, terminacion y funcién, se llaman tractos; mientras que un grupo de tractos con
una funcion relacionada se conoce como vias (Fig. 3) (Purves, Fitzpatrick y cols., 2000,

Watson, Paxinos y cols., 2009).

Los tractos, pueden ser ascendentes o descendientes. Los tractos ascendentes, estan
compuestos por los tractos espinotalamicos, espinocerebral y espinotectal y los tractos
descendentes estan formados por los tractos corticoespinal, vestibuloespinal, tectoespinal y
reticuloespinal (Watson, Paxinos y cols., 2009, Longo, Fauci y cols., 2011). Estos tractos de
axones favorecen la conduccion y comunicacion de los estimulos a través de la médula espinal
al cerebro, también existen fibras en la sustancia blanca que conectan un segmento de la
médula espinal con otro, llamadas propioespinales porque se encuentran muy cerca de la
sustancia gris y transportan las sensaciones de la piel, asi como el sentido de posicion

(propiocepcién) de las extremidades y del tronco. Ademas, estas vias propioespinales
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conectan los ensanchamientos braquial y lumbosacro para coordinar el movimiento de las

extremidades (Fig.3) (Longo, Fauci y cols., 2011).
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Figura 3. Fasciculos, tractos y vias nerviosas de la sustancia blanca de la médula espinal. Modificado de
Harrison's Principles of Internal Medicine (Longo, Fauci y cols., 2011).

Debido a la informacion sensitiva que recibe de estas regiones, la médula espinal controla el
movimiento voluntario y los reflejos de los masculos de las extremidades del cuerpo y el tronco.
También controla los 6rganos internos del cuerpo, los vasos sanguineos del térax, abdomen
y pelvis. Por lo anterior, un dafio a la médula espinal o a las raices nerviosas espinales puede
afectar la conduccién de estas sefales y resultar en la pérdida parcial o total de la funcion
motora, sensitiva y/o autonémica por debajo del sitio de lesién (Dumont, Okonkwo y cols.,
2001)

l.2. LESION TRAUMATICA DE MEDULA ESPINAL (LTME).

Una lesion trauméatica de médula espinal (LTME) es un evento inesperado y catastrofico que
modifica dramaticamente la calidad de vida de las personas que sufren el dafio, ocasiona
graves afectaciones fisicas y emocionales con consecuencias tanto para las personas que
sufren la LTME como para su circulo mas cercano y la sociedad (Tabla 1, Fig. 4) (Rathore,
2010, Post y Van Leeuwen 2012).
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Tabla 1. Promedio anual de gastos durante el primer afio después de una LTME y cada afio posterior, que

depende de la severidad de la LTME en Estados Unidos de América.

glovrgﬁﬂig;ndu;;?;?g%ﬁz Costo estimado por edad post-lesion
Sevelrej(;%dnde la Primer afio Cada afio 25 afios de edad 50 afios de edad
Tetz%pll?gi)a'ta $1, 129, 302 $196, 107 $5, 010, 748 $2, 753, 822
Tetr(""c%‘_ag;’aja $816, 019 $120,303 $3, 661, 165 $2, 251, 944
Paraplejia $550, 381 $72, 909 $2, 450 234 $1, 608, 015
Funcionalidad motora $368, 562 $44, 766 $1, 674, 072 $1, 181, 564
a cualquier nivel

Modificado del Centro Nacional de Estadistica de la Lesion Medular, Datos y Cifras de un vistazo. Birmingham, AL:
Univesidad de Alabama en Birmingham, 2019 (Centro Nacional de Estadistica de la Lesion Medular, J Birmingham

2019). LTME = lesion traumética de médula espinal; C1-C4= cervicales 1-4; C5-C8 = cervicales 5-8.

Costo directo 2 )8y,
Atencién medica Pesos (M N) .
Hospitalizacidon 4,400 891 00
Consultas médicas 1,464,758.00
Procedimiento quirirgico 1,222 500.00 2%
Implantes £03.100.00
Estudios de laborstonio 17.544 00
Estudios de imagen 714,000.00
Total 8.622793.00
Costo por paciente 253,611 56 | PUTS—
Costo por pacients que sobrevivie 2.536,11559 | [—— .
Gasto por paciente fallecido 6,086,677 41 B rroced ; e

Figura 4. Costo total de la atencién médica y quirargica en los pacientes con lesién traumatica de médula
espinal (LTME) y distribucion porcentual de los costos por servicios hospitalarios en la Unidad Médica de
alta especialidad, Centro Nacional de Occidente, IMSS de Jalisco. Modificado de Jiménez-Avila y cols., 2012.

La LTME conlleva no solo a un déficit neuroldgico, sino también a otros problemas de salud,
como Ulceras por presion, trombosis, espasticidad, contracturas musculares, infecciones
frecuentes en las vias urinarias, infecciones intestinales, problemas cardiacos, problemas en
las vias respiratorias y dolor (Tator y Fehlings 1991, Dumont, Okonkwo y cols., 2001, Silva,
Sousay cols., 2014). Ademas, tiene un impacto psicologico y social sobre el comportamiento
de los pacientes pues con frecuencia requieren asistencia para moverse, comunicarse y
realizar actividades de autocuidado, domésticas y laborales (Officer, Shakespeare y cols.,
2014).
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Se estima que del 20 al 30% de las personas con LTME muestran signos clinicamente
significativos de depresion, ya que la LTME esta asociada a la desintegracion familiar, la
desercion escolar y exclusion laboral, lo que a su vez tiene un impacto negativo en la
recuperacion funcional y la salud del afectado en general (Officer, Shakespeare y cols., 2014).
La mortalidad es particularmente alta durante el primer afio posterior a la LTME vy el riesgo
aumenta con el nivel y la severidad de la lesion (Jiménez-Avila, Alvarez-Garnier y cols., 2012,

Officer, Shakespeare y cols., 2014).

1.3. EPIDEMIOLOGIA.

En el 2014, la Organizacion Mundial de la Salud sefialé que la incidencia de la LTME oscilaba
entre 13 y 53 casos por millén de habitantes, principalmente en personas entre los 20 y los 29
afios de edad, dentro de los cuales el sexo masculino era el mas afectado y, reporté como
principal causa de una LTME a los accidentes vehiculares, seguido de las caidas y los eventos
violentos (Fig. 5A) (Chen, Tang y cols., 2013, Organizaciéon Mundial de la Salud 2014, White
y Black 2016). En México, el dltimo dato registrado para la Ciudad de México sobre la
incidencia de LTME es de 18.1 casos por millén de habitantes (Pérez, 1998).

En afios recientes, algunos hospitales como la Unidad Médica de Alta Especialidad “Hospital
de Traumatologia y Ortopedia Lomas Verdes”, el Centro Nacional de Rehabilitacién y la Unidad
de Medicina Fisica y Rehabilitacién, refieren que el sexo masculino aun tiende a dominar las
estadisticas, aunque el perfil empieza a cambiar al incluir cada vez mas a mujeres (Pérez,
Martin del Campo y cols., 2008). En cuanto a la edad de incidencia que se reporta se encuentra
entre los 30 a los 40 afios y las caidas se encuentran como el principal causante de una LTME,
seguido de los accidentes vehiculares y los eventos violentos con armas de fuego (Fig. 5B)
(Cisneros-Dreinhofer y Hurtado-Padilla 2003, Pérez, Martin del Campo y cols., 2008,
Rodriguez-Meza, Paredes-Cruz y cols., 2016, Luna, Mendoza y cols., 2017).
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Figura 5. Etiologia de la LTME. A. Etiologia global. Grafico modificado de National Spinal Cord Injury Statistical
Center, Facts and Figures at a Glance. Birmingham, AL: University of Alabama at Birmingham, 2019 (National
Spinal Cord Injury Statistical Center J Birmingham 2019). B. Etiologia en México. Gréafico modificado de Rodriguez

Meza MV, y cols., 2016 (Rodriguez-Meza, Paredes-Cruz y cols., 2016).

Pérez y colaboradores en el 2008, reportaron que el riesgo de presentar una LTME completa

a partir de la region torécica y la region lumbar o sacra, responsable de la pardlisis de las

extremidades inferiores (paraplejia), es mas alto que el de una LTME incompleta de la misma

zona, o una lesion a partir del segmento cervical que incluya la pérdida de la funcion de las

cuatro extremidades (tetraplejia) (Fig. 6) (Pérez, Martin del Campo y cols., 2008).
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Figura 6. Nivel Neurolégico y magnitud de la lesién traumatica de médula espinal (LTME). A. Grafico

modificado de National Spinal Cord Injury Statistical Center, Facts and Figures at a Glance. Birmingham, AL:

University of Alabama at Birmingham (National Spinal Cord Injury Statistical Center J Birmingham 2019). B.

Etiologia en México. Grafico modificado de Rodriguez Meza MV (Rodriguez-Meza, Paredes-Cruz y cols., 2016).
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l. 4. FISIOPATOLOGIA DE LA LTME.

El dafio ocasionado por una LTME se origina a partir de una compresion, contusion, laceracion
0 seccién completa de la médula espinal, que es resultado de un evento fisico que provoca
cambios en la integridad de la columna vertebral, asi como en la citoarquitectura de la médula

espinal (Quadri, Farooqui y cols., 2020), conocido como lesién primaria.

Durante la lesion primaria, las vértebras de la columna pueden fracturarse o dislocarse y
originar fragmentos éseos, materiales de los discos intervertebrales, y/o ligamentos que
presionen o desgarren el tejido medular (Dumont, Okonkwo y cols., 2001, Plaza, Pacheco y
cols., 2012). En este contexto, la contusion es el mecanismo de LTME mas comin (Dumont,
Verma y cols., 2001, Alizadeh, Dyck y cols., 2019). Sin embargo, independientemente del
mecanismo de lesién que ocurra, el flujo sanguineo se interrumpe y aumenta la permeabilidad
neuronal que provoca muerte celular inmediata (necrosis) de neuronas, oligodendrocitos,
astrocitos y células precursoras, lo que ocasiona la interrupcién de las conexiones neuronales
de los tractos ascendentes y descendentes debido a la formacién de cavidades quisticas
(Horky, Galimi y cols., 2006, Thuret, Moon y cols., 2006)

La respuesta biolégica al dafio continua segundos después de la lesién primaria y puede durar
varias semanas a través de un conjunto de procesos vasculares, bioguimicos y celulares
conocidos como lesién secundaria (Fig. 7) (Quadri, Farooqui y cols., 2020), a la cual puede

dividirse temporalmente en fase aguda, sub-aguda y crénica (Alizadeh, Dyck y cols., 2019).

La fase aguda dura 48 horas e inicia inmediatamente después del evento traumético, a
consecuencia del dafio vascular generado por la ruptura de los vasos intramedulares y
capilares que ocasionan la extravasacion de los globulos rojos y leucocitos, lo que genera
edemay vasoespasmo en los vasos sanguineos intactos para aumentar la presion tisular como
respuesta a la hemorragia (Kim, Ha y cols., 2017). Después de la LTME, el flujo sanguineo de
la sustancia blanca generalmente regresa a los niveles normales, aunque prevalecen miltiples
hemorragias en la sustancia gris (Balentine y cols., 1978, Ahuja, Martin y cols., 2016). Durante
la etapa de re-perfusioén, el pH perivascular disminuye por la acumulacion de metabolitos
acidos como el lactato, lo que exacerba la lesion y la muerte celular a través de la generacion

de radicales libres y productos de la lipoperoxidacién (Sandler y Tator 1976).
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Entre los radicales libres que se generan por la LTME se encuentran las especies reactivas de
oxigeno y de nitrogeno (ERO y ERN, respectivamente) producidas por la actividad de la
enzima NADPH oxidasa (NOX), que en condiciones normales produce superoxido (O2), que
también regula funciones vasculares clave como el tono vascular, asi como el crecimiento, la
diferenciacion, la migracion y la proliferacion celular mediante la activacion de vias de
sefalizacién sensibles a redox (Fainstein, Aguilar-Maldonado y cols., 2008). Sin embargo, en
presencia de factores de riesgo como lo es la LTME, aumenta su actividad y la produccion de
ERO, que contribuye a crear una situacion de estrés oxidante, lo que altera la funciéon normal
del endotelio y disminuye la produccion de éxido nitrico (NO), un vasodilatador y protector
vascular (Prados, 2016). Asi mismo, las ERO y las ERN producidas por la actividad de la NOX
y la cadena transportadora de electrones mitocondrial, activan la polimerasa citosélica de poli
(ADP ribosa) (PARP) gue consume y agota el NAD*, lo que provoca el agotamiento del ATP y

la muerte celular (Forman y Cadenas 2012).

Del mismo modo, los radicales libres reaccionan con los acidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares, lo que conduce a la peroxidacion y alteracion de la arquitectura normal
de los fosfolipidos de las membranas de organelos celulares y subcelulares (Fainstein, Aguilar-
Maldonado y cols., 2008, Forman y Cadenas, 2012). La peroxidacion lipidica, conduce a la
formacion de productos aldehidos como el malondialdehido (MDA), el 4-hidroxinonenal (HNE)
y el 2-propenal, los cuales son altamente toxicos para las células, ademas de deteriorar la
funcién de enzimas metabdlicas clave como la bomba sodio (Na*) potasio (K*) ATPasa, la cual
es critica para mantener la excitabilidad neuronal (Jamme, Petity cols., 1995, Cuzzocrea, Riley
y cols., 2001). Ademas de la peroxidacién lipidica asociada a las ERO, los aminoacidos estan
sujetos a un dafio oxidante significativo asociado a ERN después de la LTME (Couillard-
Despres, Bieler y cols., 2017). Las ERN gue contienen peroxinitrito (ONOQO") pueden nitrar los
residuos de tirosina de los aminoacidos para formar 3-nitrotirosina (3-NT), un marcador de
dafio de proteinas mediado por ONOO™ (Hall, 2015).

Debido a la ruptura y/o alteracién de las membranas celulares también se libera al espacio
extracelular glutamato, el principal neurotransmisor excitatorio del SNC (Poli, 2000). Este
neurotransmisor se une a receptores ionotropicos (NMDA, AMPA vy kainato) y a receptores
metabotrépicos, lo que permite el flujo de calcio (Ca*) para despolarizar la célula y conduce a

la generacién de un potencial de accién (Mortazavi, Verma y cols., 2015). Las neuronas
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normalmente se recuperan rapidamente de la excitacion inducida por glutamato, restauran sus
gradientes de iones transmembranales, reponen los sustratos energéticos y eliminan las ERO
formadas durante el proceso (Poli, 2000). Sin embargo, esta recuperacion depende de la
funcién adecuada de las mitocondrias para generar ATP y amortiguar el flujo de Ca?*, lo que
no ocurre durante la LTME, ya que los receptores NMDA son activados por las altas
concentraciones de glutamato lo que a su vez provoca el incremento en las concentraciones
de Ca?* intracelular (Forman y Cadenas 2012), con lo que se afecta la respiracion mitocondrial
y el consumo de ATP e inhabilita la bomba Na*-K*-ATPasa que invierte el gradiente glutamato
dependiente de Na* para transferir glutamato a las células (Poli, 2000). El exceso de Na*
entonces, permite la entrada de mas Ca*, las neuronas se despolarizan y resulta en la entrada
de CI y agua en las células junto con mas Na*, lo que conduce a la formacién de edema

(Mortazavi, Vermay cols., 2015).

El periodo subagudo dura hasta dos semanas después de la LTME (Kim, Ha y cols., 2017),
en el cual, ademas de incluir todos los procesos que se desarrollan durante la fase aguda, se
agregan la pérdida del volumen parenquimatoso y la formacion de cavitaciones microquisticas
llenas de liquido, que se fusionan de forma gradual y crean cuerpos mas grandes en las fases
subaguda-crénica, con ello se forma una barrera fisica para la migracion celular y los intentos
de regeneracién endogena (Donnelly y Popovich 2008, Hachem, Ahuja y cols., 2017, Alizadeh,
Dyck y cols., 2019). Otra de las caracteristicas, es la proliferacion de astrocitos reactivos, los
cuales incrementan la produccion de citosinas, promueven el reclutamiento de neutrofilos,
macréfagos y moléculas pro-inflamatorias al sitio de lesion de la médula espinal y favorecen
la formacidn de un entretejido que puede actuar como barrera fisica que limita la regeneracion

en la médula espinal (Okada, Hara y cols., 2018, Wang, Song y cols., 2018).

El proceso apoptético ocurre de manera tardia en areas mas distantes al sitio de la lesién, por
lo general 4 h después de la LTME y alcanza un pico a los 7 dias post-lesién. Sin embargo,
puede observarse durante semanas después de la LTME y afectar principalmente a los
oligodendrocitos, aunque también puede afectar a los astrocitos y a la microglia (Beattie,
Farooqui y cols., 2000, Alizadeh, Dyck y cols., 2019).

A pesar de que existe un debate para definir cuando empieza la fase cronica, se considera

que es a partir de los 6 meses (Kim, Ha y cols., 2017). En esta fase se observan cambios
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adicionales a los ya descritos como es la formacion de cavidades quisticas, muerte axonal
regresiva y maduracion de la cicatriz glial (Tran, Warren y cols., 2018). Con la pérdida de
mielina, los axones quedan expuestos al dafio generado por radicales libres y citocinas, esta
desmielinizacion retarda la conduccion del impulso nervioso y por tanto, genera una

comunicacion ineficiente interneuronal (McTigue, 2008).

CONTUSION
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Figura 7. Fisiopatologia de la lesién traumatica de médula espinal. Traumatismo de mayor frecuencia
(contusion) y mecanismos fisiopatoldgicos de la lesién traumatica de la médula espinal (LTME) con los diferentes
procesos vasculares, celulares y bioquimicos que contribuyen al déficit funcional (Oyinbo, 2011). Imégenes
modificadas de Basic biomechanics of spinal cord injury. How injuries happen in people and how animal models

have informed our understanding (Mattucci, Speidel y cols., 2019).

|. 5. REGENERACION Y PLASTICIDAD DE LA MEDULA ESPINAL.

Durante el desarrollo, las neuronas expresan factores promotores de crecimiento, al mismo
tiempo que se encuentran rodeadas por una matriz extracelular compuesta por glucoproteinas,
proteoglicanos, tenascinas, semaforinas e integrinas, que ayudan a regular el crecimiento
axonal (Wiese y Faissner 2015). Ademas, estas moléculas ayudan a la plasticidad sinaptica a
través del brote, crecimiento, guia y formacién de nuevos contactos (Quraishe, Forbes y cols.,
2018). A medida que madura el SNC, las sinapsis se reducen y solo aquellas sinapsis que
tienen relevancia funcional se mantienen y fortalecen en la edad adulta. Asi mismo, los

componentes de la matriz extracelular se fusionan y forman redes perineuronales alrededor
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del cuerpo celular y las dendritas proximales para estabilizar y evitar la formacion de nuevas
sinapsis (Bradke, Fawcett y cols., 2012, Wiese y Faissner 2015, Quraishe, Forbes y cols.,
2018).

Cabe destacar que el crecimiento y posterior elongacién axonal es debido a los conos de
crecimiento que se encuentran en los extremos terminales de las neuronas y que es justo ahi
donde convergen los factores intrinsecos y extrinsecos que promueven el crecimiento axonal
(Blanquie y Bradke 2018). A diferencia de las neuronas que se originan durante el desarrollo,
los axones dafiados de las neuronas sobrevivientes a la LTME, se retraen del sitio de lesion y
forman terminales axénicas con diferente morfologia, la cual suele ser terminaciones grandes
y edematizadas, cuyo citoesqueleto se encuentra colapsado y presenta acumulaciones
membranales de drganelos subcelulares (Bradke, Fawcett y cols., 2012, Hill, 2017). Estos
bulbos de retraccién como se les conoce, se forman desde la fase aguda y persisten hasta la
fase cronica (Hill, 2017).

Por su parte, las mismas moléculas que promovieron el crecimiento durante el desarrollo ahora
tienen efectos inhibidores y pueden evitar la formacion de nuevos conos de crecimiento y
restringir el crecimiento axonal y/o el contacto con las células blanco lo que limita la capacidad
regenerativa de la médula espinal (Tom, Steinmetz y cols., 2004) ya que por ejemplo, los
proteoglicanos secretados por los astrocitos, limitan la plasticidad estructural, mientras que las
proteinas promotoras del crecimiento como las integrinas, tenascinas y las semaforinas, se
encuentran reguladas de forma negativa y ausentes en el axén, lo que evita que los conos de
crecimiento formen nuevos contactos sinapticos y en su lugar originen bulbos terminales

distréficos (Wiese, Karus y cols., 2012, Wiese y Faissner 2015).

La complejidad del proceso fisiopatologico disminuye la capacidad de regeneraciéon y/o
plasticidad del tejido dafiado, pues las neuronas que sobrevivieron a los procesos de lesion
secundaria, deben estabilizar las terminaciones axénicas lesionadas como primer paso
(Quraishe, Forbes y cols., 2018) y para hacerlo, estas terminales axénicas necesitan
reorganizar su estructura, sellar sus membranas para evitar un dafio mayor y luego, deben de
modificar su funcién, es decir, en lugar de ser un axén que transmita informacién entre las
células, ahora debe constituir un cono de crecimiento dindmico, necesario para que el axén

crezca en respuesta a las sefiales extrinsecas (Spira, Benbassat y cols., 1993, Bradke,
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Fawcett y cols., 2012). Estos cambios, requieren la sintesis y reciclaje de proteinas de
citoesqueleto, como la actina y la tubulina, ademéas de proteinas de unién reguladoras
asociadas, como la proteina de crecimiento axonal 43 (GAP-43) (Storer y Houle 2003, Kusik,
Hammond y cols., 2010) y que las proteinas innecesarias o dafiadas se degraden. Una vez
formado el cono axonal, debe crecer y hacer contacto con su neurona blanco y el axon tiene
que ser funcional, es decir, necesita formar sinapsis en la superficie de las neuronas con las

que se reconecta (Hill, 2017).

El crecimiento axonal y la fasciculacion pueden ser inducidos por moléculas expresadas en
otros axones en regeneracién o por axones supervivientes y mediante moléculas de soporte
expresadas por células reactivas como los astrocitos (Cafferty, McGee y cols., 2008). Muchos
de estos efectores parecen expresarse en el cono de crecimiento a través de un mecanismo
comun que involucra la regulacién de mensajeros intracelulares y la regulacion de las
concentraciones de Ca?* (Gomez y Spitzer 1999, Chierzi, Ratto y cols., 2005, Mahar y Cavalli
2018). Los cambios en los niveles de mensajeros intracelulares, como los nucleétidos ciclicos
AMP y GMP y el trifosfato de inositol pueden modular la respuesta de un cono de crecimiento
y modificar el estado de fosforilacion de las proteinas asociadas al citoesqueleto, lo que puede
conducir al crecimiento de axones o al colapso de los mismos (Fig. 8) (Horner y Gage 2000,
Qiu, Cai y cols., 2000, Kusik, Hammond y cols., 2010, Tischfield, Baris y cols., 2010).
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Figura 8. Elementos para la regeneracion axonal. A. Pérdida del cono de crecimiento y componentes que
participan para estabilizar la terminal axénica después de la LTME. B. El extremo cortado se vuelve a sellar
mediante el colapso de la membrana y la acumulaciéon de vesiculas para formar un parche de sellado. C.
Modificacién y reconstruccién del cono de crecimiento, los filamentos de actina se ensamblan para generar la fuerza
mecanica. Los microtlbulos se polimerizan y apuntan sus extremos positivos hacia la membrana plasmatica. D.
Contacto con la célula blanco y sinapsis. Modificada de Regenerating the damaged central nervous system (Horner
y Gage 2000) y tomado de Klipatz 2020.

La formacion de la cicatriz glial como una barrera fisica, también limita la regeneracién axonal,
debido a que diferentes moléculas inhibitorias del crecimiento axonal pueden expresarse
después de la LTME, como la semaforina Ill/ colapsina | que es un quimio-repelente axonal,
los inhibidores de crecimiento axonal sulfato de condroitina y queratina, y el proteoglicano NG2
gue es expresado por células de la glia. Los astrocitos reactivos pueblan densamente los
bordes del epicentro de la lesion, se hipertrofian y regulan fuertemente la expresion de
proteinas de filamentos intermedios como la proteina &cida fibroglial (GFAP), nestina y
vimentina, que evitan el crecimiento axonal a través del sitio de lesion (Bradbury y Burnside

2019). Los astrocitos que conforman la cicatriz glial, también pueden contribuir a la
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restauracion de la homeostasis del microambiente y al restablecimiento de la integridad de la
barrera hematoespinal, lo cual es importante para contrarrestar el edema. Inhibir la formacion
de conexiones aberrantes y, ayudar en la regulacién del proceso de regeneracion al producir
una variedad de citocinas como el factor de crecimiento transformante (TGF-(), el factor
neurotrofico derivado de células gliales (GDNF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-
B) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Mas aun, algunos de estos factores
pueden facilitar la migracién de células precursoras de oligodendrocitos, asi como su
proliferacion y diferenciacién (Kawano, Kimura-Kuroda y cols., 2012, Bradbury y Burnside
2019). El factor de transcripcion antiapoptético bcl-2 también juega un papel importante en la

plasticidad y la regeneracién axonal después de una LTME (Davies, 1995).

La cicatriz glia, también limita la filtracibn de células inmunes provenientes del sistema
nervioso periférico. En este contexto, se ha especulado sobre el dualismo de la respuesta
inmune en la LTME, por un lado, puede incrementar el dafio y causar necrosis progresiva, pero
por otro lado, varios investigadores han sugerido que el sistema inmune puede ser protector e
incluso ayudar a la regeneracion (Bradbury y Burnside, 2019). Se ha sugerido que las células
de la microglia, de alguna manera pueden orquestar la recuperacion de las células que durante
la LTME no han entrado en procesos de apoptosis y favorecer que sus axones se regeneren
eventualmente. Otro proceso que debe tomarse en consideracion es que, después de la LTME
se liberan citosinas involucradas en procesos de reparacidn que resulta en la preservaciéon de
tejido nervioso y en el aumento de los brotes neuronales (Wiese, Karus y cols., 2012). Aunado
a lo anterior, se ha descrito que los macrofagos pueden favorecer el proceso de recuperacion

funcional después de la LTME (Kobayakawa, Ohkawa y cols., 2019).

Por otro lado, se ha demostrado que el cerebro (Gage, 2000) y la médula espinal maduros,
contienen células madre que se dividen continuamente durante la vida adulta, las cuales se
encuentran, en el caso de la médula espinal, tanto en el canal ependimario como en las
meninges (Horner, Power y cols., 2000). En estas regiones, la proliferacion, supervivencia y
diferenciacion de las células madre neurales se ve afectada en grado variable por las lesiones,
incluidos los accidentes cerebrovasculares y los traumatismos (Quadrato y Di Giovanni, 2013).
De tal forma que las funciones motoras, sensitivas y autondmicas pueden recuperarse en
diferente grado, tanto en animales como en humanos a pesar de la severidad de la LTME, el

nivel de lesidn y si se trata de una lesién completa o incompleta. Sin embargo, la regeneracion
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puede ser limitada, abortiva o aberrante y producir disfunciones importantes y reacciones
adversas o dolorosas (Onifer, Smith y cols., 2011). Estudios recientes han demostrado que la
génesis celular y la plasticidad sinptica de estas células madre pueden ser influenciadas por
el estrés, un ambiente enriquecido y el ejercicio fisico (Kempermann, Kuhny cols., 1997, Gould
y Tanapat 1999, Van Praag, Kempermann y cols., 1999, Horner y Gage 2000) lo que promueve
la re-expresién en el adulto de una serie de factores de transcripcion y cofactores regulados
por el desarrollo dentro de las vias de sefializacién que desempefian un papel clave tanto en
el brote colateral de los axones intactos o lesionados, como en la regeneracion axonal y alteran
las propiedades de los circuitos neuronales, como resultado de la neurogénesis del adulto
(Onifer, Smith y cols., 2011, Quadrato y Di Giovanni 2013).

Por lo anterior, la manipulacion de la expresién de factores intrinsecos y extrinsecos puede
ser importante para estimular a una célula a reingresar al modo de crecimiento y asi favorecer

la regeneracion del sistema dafiado.

I.6. TRATAMIENTO DE LA LTME.

Se han realizado numerosas investigaciones entorno al desarrollo de alternativas terapéuticas,
que ayuden a contrarrestar el dafio generado por el traumatismo y por los mecanismos
secundarios de lesion, que contribuyen a la pérdida de tejido y al déficit funcional (Faden y
Stoica 2007, Shah, Peterson y cols., 2020). Dichas estrategias se conocen como
neuroprotectoras, porgue tratan de limitar el dafio y de mantener y proteger a las células que
lograron sobrevivir a la LTME (Faden y Stoica 2007, Steeves, Fawcett y cols., 2007) al

contrarrestar diferentes procesos de la fisiopatologia de la LTME (Tabla 2).

26



Tabla 2. Estrategias experimentales de neuroproteccién para el tratamiento de la lesion traumética de

médula espinal.

Autor

Tratamiento

Mecanismo sugerido

Resumen de resultados

Bracken, Shepard y
cols., 1997, Bracken

Metilprednisolona

Reduce la peroxidacion lipidica.

Disminuye la inflamacion

Sin significancia estadistica sobre la
recuperacion (pero aln se utiliza en algunos
centros).

2002 (MPSS) postraumatica.
Sometidos a ensayos combinados.
Bracken, Shepard y Naloxona Inhibe el efecto neurotoxico del No hay evidencia de recuperacién motora
cols., 1990 opioide enddgeno dinorfina A. en las escalas NASCIS o ASIA.
Anderson, Hall y No hay evidencia de recuperacion funcional
cols., 1991, Koc, Tirilazad Disminuye la peroxidacion lipidica en la escala motora NASCIS o ASIA cuando
Akdemir y cols., de las membranas neuronales. se compara con la administracion de MPSS
1999 24 h.
Bloquea los canales de calcio y
previene la activacion de las
Fehlings, Tator y enzimas apoptoticas.
cols., 1989, Nimodipino No hay evidencia de recuperaciéon
Pointillart, Gense y Reduce la isquemia postraumatica. locomotora.
cols., 1993
Blogquea la liberacion del glutamato
presinaptico.
Forma modificada de la tetraciclina
= (antibiotico). Estudios fase 2 mostraron recuperacion
estoff, . :
: funcional con un puntaje de 14 en la escala
Ameenuddin y cols., Miocicli Dismi la infl . ia | BBB
2006, Casha, Zygun iociclina isminuye la inflamacion y la .
y cols., 2012 apoptosis neuronal.
" Los estudios fase 3, no se han realizado.
Disminuye la activacion microglial.
Fehlings, Wilson y Bloguea canales de sodio vy | Estudios fase | completados, muestras
cols., 2012, . disminuye la liberacion de glutamato | recuperacion de 15.5 en la escala motora.
Grossman, Fehlings Riluzol dependiente.
y cols., 2014 Disminuye el dafio neuronal. Estudios fase 2 y 3 se en curso.
Favorece la preservacion del tejido después
Diaz-Ruiz, Salgado- Inhibe la enzima mieloperoxidasa de una LTME
Ceballos 2011, Dapsona ‘

Rios, Orozco-
Suarez 2015

Tiene efecto antiapoptético.

Favorece la recuperacion funcional.

Por otro lado, también se han estudiado alternativas terapéuticas enfocadas en favorecer la

neurorregeneracion y/o la neuroplasticidad mediante el reemplazo de las células que murieron

por necrosis 0 apoptosis; este tipo de estrategias ademas buscan favorecer el crecimiento de

axones, fortalecer las conexiones funcionales existentes se fortalezcan y reestablecer las

sinapsis que restauren los circuitos neuronales requeridos para la recuperacién funcional
(Medicine, 2005, Steeves, Fawcett y cols., 2007).

Para lograr lo anterior, se ha probado el reemplazo celular, administracién de factores

neurotroficos, promocion de la guia axonal, eliminacion de procesos de inhibicion del
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crecimiento axonal, manipulacién de la sefalizacién intracelular, puentes y sustratos
artificiales, asi como la modulacion de la respuesta inmune (Tabla 3) (Horner y Gage 2000).
En este contexto, los biomateriales ofrecen multiples ventajas para el tratamiento de la LTME
debido a las caracteristicas fisicoquimicas que poseen, pueden emplearse como sustratos de
soporte celular, regeneracion y crecimiento dendritico para controlar la respuesta inflamatoria
y evitar la muerte celular. Se utilizan ademas, como electrodos para estimular el crecimiento
axonal, direccionar las neuronas y como liberadores de farmacos (Tabla 3) (Onifer, Smith y
cols., 2011).

Algunos de los tratamientos probados han llegado o estan cercanos al desarrollo de estudios
clinicos (Steevesa vy cols., 2012, Medicine, 2020). Sin embargo, hasta el momento no hay
tratamientos clinicos eficaces y confiables disponibles y aceptados por la FDA, COFEPRIS o

algun otro organismo regulador en materia de salud, para los pacientes con LTME.

Aunado a lo anterior, el manejo hospitalario ante una LTME, sélo incluye los procedimientos
quirurgicos habituales como la estabilizacion de la columna vertebral y la descompresion de la
médula espinal (Fehlings, Vaccaro y cols., 2012, Ahuja, Martin y cols., 2016), por lo que la
oportunidad de brindar un tratamiento efectivo dentro de las primeras horas posteriores al
evento traumatico y evitar la progresion de los eventos secundarios, disminuye la posibilidad
de recuperar la funcionalidad, y deja a los pacientes con pardlisis total de por vida sin
posibilidad de tratamiento y recuperacion (Organizacion Mundial de la Salud 2014, Hachem,
Ahuja y cols., 2017).

A la fecha, la rehabilitacion fisica (RB) se considera como la Unica alternativa terapéutica
aceptada para el tratamiento de la LTME, ya que puede generar patrones motores coordinados
oscilantes y es capaz de promover la plasticidad de la médula espinal (Tabla 3) (Sandrow-
Feinberg y Houlé 2015, Hachem, Ahuja y cols., 2017).
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Tabla 3. Estrategias experimentales neurorregeneradoras para el tratamiento de la lesidon traumética de

médula espinal.

Autor

Tratamiento

| Mecanismo sugerido

Resumen de resultados

Farmacéuticos

Takahashi, Yamazaki y
cols., 2012, Kamiya,
Koday cols., 2015

Factor estimulante de
colonias de granulocitos
(G-CSF).

Inhibe el TNF-a y la interleucina-

1B.

Promueve la sobrevivencia
celular.

Estudios clinicos fase 1y 2A
han demostrado beneficiar la
recuperacion motora (ASIA).

Geisler, Coleman y
cols., 2001

Gangliésido GM-1
(Singen).

Favorece la regeneracién
axonal.

Estudio aleatorizado
controlado, no mostré
beneficios.

Fehlings, Theodore y
cols., 2011

Cetrina
Toxina derivada de
bacterias, BA-210.

Promueve el crecimiento axonal.

Estudios fase 1y 2A

Recuperacién locomotora
(ASIA).

Sartori, Hofer y cols.,
2020

Anti-Nogo
Anticuerpo monoclonal
gue se une e inhibe la

proteina Nogo.

Bloquea el crecimiento axonal a
través de la activacion de la via
Rho.

Promueve la regeneracion
axonal.

Actualmente en fase inicial de
ensayos clinicos.

Segal, Pathak y cols.,
1999, Grijalva, Guizar-
Sahagun y cols., 2003,
Grijalva, Garcia-Pérez y
cols., 2010

4-Aminopiridina.

Inhibe los canales de potasio.

Favorece la recuperacién
neuroldgica.

Trasplantes celulares

Dalamagkas, Tsintou y

cols., 2018, Nakhjavan-

Shahraki, Yousefifard y

cols., 2018, Jin,
Medress y cols., 2019,
Buzoianu-Anguiano,
Rivera-Osorio y cols.,
2020

Células mesenquimales.

Células de bulbo
olfatorio.

Nervio periférico.
Células de Shwann.
Macro6fagos activados.

Células madre
neuronales.

Son precursores de la
regeneracién neuronal.

Inducen la remielinizacion.
Favorecen la elongacién axonal.

Promueven la regeneracion de
los tractos nerviosos.

Estudios clinicos fase 1
mostraron resultados
prometedores, sin embargo,
los ensayos de la fase 2y 3
estan aun bajo consideracion.

Neuromodulacion

Bouton, Shaikhouniy
cols., 2016, Ajiboye,
Willett y cols., 2017,
James, McMahon y
cols., 2018

Estimulacién epidural o
transcutanea en la
médula espinal.

Estimulacion cerebral
(estimulacion
transcraneal de corriente
continua y estimulacion
magnética transcraneal).

Mejora las conexiones y
circuitos neuronales dentro de la
médula espinal en los tractos
intactos restantes.

Mejoran la recuperacion
funcional.

Biomateriales

Yang, Laporte y cols.,
2009

2- hydroxi-etil metacrilato
(PHEMA).

Reduce la acumulacion de
GFAP.

El material no se integra al
tejido.

Horn, Beaumont y cols.,
2007, Khaing, Milman y
cols., 2011

Acido hialurénico
combinado con BNDF.

Permite el crecimiento axonal
organizado.

Favorecen la recuperacion
locomotora.
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Caron, Rossi y cols.,
2016

Agarosa/ hidrogeles de
carbomero combinado
con células
mesenquimales o
shwann.

Incrementa la poblacion de
macréfagos M2.

Permite el crecimiento axonal
organizado.

Patel, Joseph y cols.,
2010

Colagena combinado
con células schwann y
laminina.

Evita la migracién de astrocitos
hacia el tejido huésped

Permite el aumento del numero
de neurofilamentos positivos

Mejor supervivencia celular a
largo plazo, favorece la
vascularizacion, rebrote
axonal, e infiltracion.

Samadikuchaksaraei y
Rehabilitation 2007.

Poly-etilen glicol (PEG).

Repara las membranas
celulares y revierte la
permeabilizacion de la
membrana.

Inhibe la produccién de
radicales libres y disminuye el
estrés oxidante.

Reduce la cavitacion cistica.

Previene la extensién del dafio
en el tejido.

Mejora la recuperacién
funcional.

El uso prolongado induce el
bloqueo de la conduccién.

Alvarez-Mejia y cols.,
2015; Mondragén-
Lozano y cols., 2017

PPy/I

Actla sobre la respuesta
inflamatoria.

Mejora la recuperacién
funcional.

Rehabilitacion

Cruciger, Schildhauer y
cols., 2016, Gorgey,
2018)

Dispositivos protésicos.

Actividad Fisica.

Estimula precursores para la
regeneracion neuronal.

Favorece la remielinizacion
inducida por oligodendrocitos.

Promueve la elongacién axonal.

Favorece la regeneracion de los
tractos nerviosos.

Proveen asistencia fisica.

Favorece la recuperacion de la
actividad fisica a cierto nivel.

Permite el mejoramiento en la
salud cardiovascular y
diferentes parametros de
marcha.

Mejora los resultados
funcionales y la restauracion
de cierto nivel de actividad
fisica.

Tomado de (Samadikuchaksaraei y Rehabilitation 2007, Steeves, Fawcett y cols., 2007, Silva, Sousa
y cols., 2014, Ashammakhi, Kim y cols., 2019, Shah, Peterson y cols., 2020).

La RB puede prevenir la aparicion de complicaciones a largo plazo, ya que durante el periodo

agudo, realizar ejercicios pasivos de manera intensa puede evitar las contracturas, la atrofia

muscular y el dolor, pues la posicion de las articulaciones es importante para proteger la

estructura articular, mantener el tono muscular 6ptimo y evitar la rigidez (Chi, 2009). Si el

paciente es parapléjico o tetrapléjico, los ejercicios intensivos pasivos de rango de movimiento

30




(ROM) y estiramiento son necesarios para mantener tréficas las extremidades inferiores. Estos
ejercicios deben realizarse por lo menos una vez al dia si la extremidad esta flacida y, al menos
dos o tres veces al dia en presencia de espasticidad, para prevenir las contracturas y favorecer

la funcionalidad de las mismas (Diong, Harvey y cols., 2012).

Los ejercicios isométricos activos o activo-asistidos, deben realizarse a los pacientes que adn
se encuentran en cama si presentan movimientos parciales y segun del nivel de dafio. Estudios
recientes han demostrado que la movilizacién temprana juega un importante papel importante
en la prevencion del declive de la funcién pulmonar, por lo que deben llevarse a cabo ejercicios
de respiracion tanto en pacientes parapléjicos como en tetrapléjicos con LTME completa, a fin
de proteger la capacidad pulmonar (Jia, Kowalski y cols., 2013). Ademas, durante la fase
aguda, los ejercicios que promueven la fuerza muscular son muy importantes en pacientes
parapléjicos y pueden aplicarse en la cama con ayuda de pesas, segun de la fuerza muscular
del paciente. Estos ejercicios de fuerza y resistencia, permiten el uso posterior de muletas,
bicicletas eléctricas, caminadoras y andaderas y, facilita la realizacion de actividades como la
natacion (Jacobs y Nash 2004).

Durante la fase subaguda de la RB, se trabaja con ejercicios enfocados en promover la
estabilidad y la correcta posicion, pues es comun que los pacientes con LTME que pasan
periodos largos acostados en cama, sufran de hipotension ortostatica y sincopes debido a
bajas en la presién sanguinea. Por lo anterior, los pacientes deben realizar ejercicios entre 3
0 4 veces al dia y cambiar de posicién hasta sentarse y mantener el balance en esa posicion
(Brick, 2014, Nas, Yazmalary cols., 2015). Las sillas de ruedas son importantes en esta etapa,
para cuyo uso también se puede realizar RB neuromuscular funcional que permite estimular
las fibras musculares del tronco y de las extremidades inferiores, lo que permite a los pacientes
modificar sus posturas con un esfuerzo minimo e incrementar el volumen muscular

gradualmente (Audu, Nataraj y cols., 2011).

Durante la fase crénica de la LTME, el objetivo principal de la RB es lograr la movilizacion
independiente, tanto para pacientes parapléjicos con lesién incompleta como completa. Los
pacientes deben de ser capaces de caminar 50 m sin ayuda o con dispositivos de asistencia,
el ejercicio en caminadora con soporte de peso corporal, el entrenamiento robético y la

natacion, son ejemplos de las terapias que se utilizan en este tipo de pacientes y que permiten
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mejorar la funcién locomotora (Kirshblum, Priebe y cols., 2007). La expectativa mas importante
en esta fase es que el paciente alcance la maxima independencia posible que permita su re-

integracién a la sociedad (Nas, Yazmalar y cols., 2015).

De igual forma, se utilizan terapias ocupacionales que permitan a los pacientes sociabilizar,
desarrollar al maximo sus capacidades y lidiar con los problemas psicolégicos como la
depresién, que se presentan a causa de la LTME. Este tipo de terapias dirigidas al ambito
psicosocial, ayuda a los pacientes a encontrar un rol en la sociedad, a sentirse productivos y

con un propdsito de vida (Youngstrom, 2002, Nas, Yazmalar y cols., 2015).

Actualmente, los estudios experimentales y los ensayos clinicos, abordan diferentes aspectos
de la RB con la finalidad de establecer el tipo de entrenamiento que mejor favorezca la
recuperacion funcional ante una LTME (Tabla 4), ya que las personas con esta patologia
pueden presentar respuestas fisioldgicas atipicas al ejercicio como una frecuencia cardiaca
anormal, lo que puede limitar su capacidad para mantener la actividad (Nas, Yazmalar y cols.,
2015). Se debe tomar en cuenta que, una terapia de RB inapropiada también podria ser
perjudicial y originar lesiones de tipo muscular, fracturas, disreflexia autbnoma como

hipertermia, entre otras (Paker, Soy y cols., 2006).

Tabla 4. Terapias de rehabilitacién para pacientes con lesién traumatica de médula espinal.

Autor Tratamiento Resumen de resultados
Incrementa los niveles de miR21 y disminuye los niveles de
miR15b que se correlacionan con los cambios en la expresion
Ejercicio de de sus genes diana: genes pro apoptéticos (disminucion de
Liu, Keeler y cols., ciclismo en PTEN, PDCD4 y ARNm de RAS) y anti-apoptéticos (aumento
2010 bicicleta estatica | de ARNm de Bcl-2).
o0 robotizada.
Disminuye el ARNm para caspasa-7 y caspasa-9 y reduce los
niveles de la proteina caspasa-7.
Acelerado recuperacion locomotora
Singh, Mejora las propiedades del reflejo H
Balasubramanian y Reduce la atrofia muscular
cols., 2011, .
- Caminadora
Alvarez-Mejia, Disminuye el brote de fibras aferentes de pequefio calibre
Morales y cols., y Peq
2015 Preserva el tejido nervioso
Disminuye las células inflamatorias
_ Expande el area cortical donde los movimientos de la mufieca
Girgis, Merrett y p ; . )
cols.. 2007 Alcance podrian ser provocados por micro estimulacion.
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Aumenta el brote colateral de fibras CST lesionadas rostrales.

Aumenta los niveles corticales de GAP-43.
No existe un beneficio constante de la rehabilitacién con un
Entrenamiento exoesqueleto  versus una variedad de métodos

Fisahn, Aachy

cols., 2016 . ” -
de exoesqueleto | convencionales en pacientes con LTME crénica.
Gerasimenko, Estimulacién L .
. P Puede neuromodular los circuitos espinales y favorecer la
Gorodnichev y eléctrica g,
. recuperacion motora.
cols., 2015 transcutanea

Beneficia los aspectos multidimensionales de la salud de las
personas con LTME.

Frye, Ogonowska-

Slodownik y cols., La presion del agua (hidrostatica) mejora los receptores

2017, Marinho- Terapia acuatica | Sensoriales.
Buzelli, Zaluski 'y
cols., 2019 Reduce el edema.

El agua tibia ayuda con los espasmos musculares, promueve
relajacion y aliviar el dolor.
Definicién de abreviaturas: Micro acido ribonucleico 21 (miR21), micro acido ribonucleico (miR15b), fosfatidilinositol-

3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN), proteina 4 de muerte celular programada (PDCD4), &cido ribonucleico
mensajero (ARNm), tipo de proteinas G sefializadora (RAS), linfoma de células B tipo 2 (Bcl-2), tracto corticoespinal
(CST), proteina 43 asociada al crecimiento (GAP-43) y lesion traumatica de médula espinal (LTME).

A pesar de la gran cantidad de estrategias terapéuticas que existen para el tratamiento de la
LTME, estas se encuentran aln en fase experimental y, los ensayos clinicos aun estan etapas
iniciales, como se menciond previamente y, a pesar de que existe una mayor comprension del
proceso fisiopatolégico de la LTME, para fines practicos, no existe hasta la fecha un
tratamiento aprobado por la FDA o algin otro organismo regulatorio de salud con
reconocimiento internacional que haya aprobado algin tratamiento, ademas de la RB, que

pueda ser aplicado en pacientes con LTME.

Aunado a lo anterior, parece ser que una sola estrategia terapéutica no es suficiente para
alcanzar una recuperacion funcional adecuada en pacientes con una LTME, por lo que las
terapias combinatorias podrian ser una estrategia mas efectiva para promover la recuperaciéon

de las funciones perdidas a causa de una LTME (Silva, Sousa y cols., 2014).
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I ANTECEDENTES

[l. 1. POLIPIRROL/YODO COMO TRATAMIENTO DE LA LTME

El polipirrol (PPy) es uno de los materiales conductores mas investigados para sus
aplicaciones en la ingenieria de tejidos, ya que posee una buena conductividad eléctrica,
biocompatibilidad, alta estabilidad eléctrica y es facil de sintetizar (Guimard, Gomez y cols.,
2007). Ha sido estudiado previamente como biomaterial promotor de la proliferacién y
diferenciacion celular en tejido hepatico, se ha utilizado como material de soporte para la
fabricacién de musculos artificiales y también se ha visto que favorece el crecimiento neuritico

y axonal (Schmidt, Shastri y cols., 1997, Huang, Yin y cols., 2014).

Con la finalidad de madificar algunas de las propiedades fisicoquimicas que posee este
polimero como la conductividad y estabilidad eléctrica a fin de incrementar los beneficios
observados y descritos previamente, el PPy se ha combinado con otros polimeros o moléculas,
como el policarbolactona fumarato (PCLF) y las nanofibras de acido polilactico (PLGA), que
en estudios in vitro, en cultivos celulares, demostr6 que ademas de mantener la conductividad
eléctrica, incrementa significativamente el crecimiento neuritico y la longitud de las neuritas
(Lee, Bashur y cols., 2009). Otros materiales empleados en conjunto con el PPy, son las
peliculas de poli 2-metoxianilina-5 acido sulfénico (PMAS), el proteoglicano condroitin sulfato
(CS), el acido hialurénico (HA) y el acido para-toluensulfonico (Pts), en los que se comprobdé
que la rugosidad de la superficie es importante para la adhesion y diferenciacion de células
del musculo esquelético, en el caso del PPy+PMAS y del PPy+CS (Moroder, Runge y cols.,
2011). Asi mismo, se realizé un estudio donde se incorporé neurotréfina 3 (NT-3) durante la
sintesis del PPy y, se estudié ademas la liberacién de dicha proteina. Los resultados mostraron
que la NT-3 tiene un efecto significativo durante la sintesis electroquimica de PPy, ya que
afecta muchas de las propiedades del polimero incluyendo las caracteristicas de la superficie,

la electroactividad y la biocompatibilidad (Thompson, Moulton y cols., 2011).

Otro elemento utilizado para la sintesis de PPy es el anién yodo (l2) el cual incrementa
significativamente la conductividad del PPy cuando el método que se utiliza para la sintesis es
por plasma (Cruz, Morales y cols., 1999). El plasma es un gas parcialmente ionizado que
contiene iones positivos y negativos, electrones, fotones, especies neutras y moléculas

excitadas que cuando colisionan se desprenden mas electrones, que a su vez colisionan y se
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genera un plasma, el cual puede regresar a su estado basal cuando la ionizacion o excitacion
se deja de aplicar (Chu, Cheny cols., 2002, Morales Corona, Pérez Tejada y cols., 2008). Al
final se produce una recombinacion de los elementos que fueron separados durante el proceso
(Orozco, 2007). Los materiales sintetizados a partir del plasma son diferentes de los polimeros
sintetizados por métodos convencionales (quimicos o electroquimicos), por lo que constituyen

una nueva especie de materiales (Morales Corona, Pérez Tejada y cols., 2008).

En reportes anteriores, nuestro grupo de investigacion, ha reportado que el PPy/l es un
polimero semiconductor que puede ser colocado 48h después de una LTME, el cual es
biocompatible con el tejido de la médula espinal (Olayo, Rios y cols., 2008), posee actividad
neuroprotectora, pues contrarresta procesos dafiinos como la inflamacion (Alvarez-Mejia,
Salgado-Ceballos y cols., 2015) e incrementa la conduccién nerviosa evaluada a través de
potenciales evocados somatosensoriales (Cruz, Mondragon-Lozano y cols., 2012), lo cual
contribuye a la recuperacion funcional después de la LTME. Sin embargo, y aunque nuestro
grupo de investigacion ha reportado que la aplicacion del PPy/I es suficiente para favorecer la
recuperacion funcional, pensamos que es posible incrementar sus efectos benéficos al

combinarlo con otra estrategia terapéutica como lo es la rehabilitacion (RB).

I.2. REHABILITACION POR NADO

La natacion (SW) representa una actividad fisica natural de locomocion que, aunque es poco
empleada en los estudios con modelos de LTME en comparacidén con otras terapias fisicas
como la RB en caminadora, plano inclinado y alcance de pellet, entre otras, la SW es un tipo
de RB que permite la libertad de movimiento sin estar restringido por el peso corporal (Sedy,
Urdzikova y cols., 2008, Magnuson, Smith y cols., 2009, Rossignol y Frigon 2011, Frye,
Ogonowska-Slodownik y cols.,. 2017). Mas aun, la secuencia en el nimero de pasos que se
logran para desplazarse en el agua es mayor comparado con los que se pueden realizar fuera
de ella después de una LTME, al mismo tiempo que reduce el estado de estrés y ansiedad
que se producen por las limitaciones de movimiento (Smith, Shum-Siu y cols., 2006). Ademas,
factores como la presion hidrostatica del agua, mejoran la funcién sensitiva del cuerpo
mediante la estimulacién de receptores sensoriales y reduce la inflamacién. La temperatura a
la cual se realiza la actividad también produce un efecto sobre la recuperacién funcional, pues
el agua tibia ayuda a disminuir los espasmos musculares, promueve la relajacién muscular y

puede disminuir la alodinia y la hiperalgesia (Heywood, McClelland y cols., 2017). A nivel
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celular y molecular, se ha reportaron que la natacion mantiene las conexiones sinapticas
fuertes y promueve la expresion de factor neurotrofico derivado del cerebro (BNDF) y de la
NT-3 (Hutchinson, Gémez-Pinilla y cols., 2004).

1.3. REHABILITACION EN MEDIO ENRIQUECIDO

El tipo de RB aplicado, debe favorecer no solo la recuperacion motora por la repeticién de la
actividad, sino promover también el auto aprendizaje motor y la motivacién para realizar la
actividad con movimientos naturales de exploracion, que incluyan las habilidades motoras
finas que se obtienen al realizar diferentes actividades (Nithianantharajah y Hannan 2006).
Aspectos que son importantes porque pueden repercutir en el grado de recuperacion funcional
Y, que en la mayoria de los estudios experimentales o ensayos clinicos, no se toman en
consideracion (Starkey, Bleul y cols., 2014). En este sentido, el medio enriquecido (EE) se ha
utilizado como terapia de RB para el tratamiento de distintas enfermedades neuroldgicas,
incluyendo la enfermedad de Alzheimer, de Parkinson y Huntington, la epilepsia, el evento
cerebrovascular y la esclerosis lateral amiotréfica, entre otras. Aunado a lo anterior, también
se ha probado su efecto en la remisién del cAncer en modelos de cancer de colon y melanoma
(Cao, Liu y cols., 2010). En la LTME, se ha visto que el EE revierte la alodinia, incrementa la
recuperacion locomotora y favorece la preservacion del tejido medular (Berrocal, Pearse y
cols., 2007, Starkey, Bleul y cols., 2014). Al igual que la SW, el EE disminuye el estrés y la
ansiedad, factores que resultan importantes al repercutir de manera negativa en la
recuperacion funcional (Maldonado Bouchard y Hook 2014, Starkey, Bleul y cols., 2014).
Ademas, la exposicién al EE puede promover la activacion neuronal, la sefializacion y los
procesos de plasticidad a través de varias regiones del cerebro (Fig. 11). El EE incrementa la
estimulacion sensitiva, incluyendo las entradas somatosensoriales y visuales, incrementa la
estimulacion cognitiva, por ejemplo, la informacion espacial, el reconocimiento de objetos y la
modulacion de la atencion, funciones que se controlan en el hipocampo y en otras areas
corticales (Nithianantharajah y Hannan 2006). También produce modificaciones a nivel celular
y molecular al favorecer la arborizacion dendritica y el aumento de espinas dendriticas en
varias regiones del cerebro (Mohammed, Zhu y cols., 2002); incrementa el nimero de
contactos sindpticos a cualquier edad y modifica la fuerza sinaptica, promueve la neurogénesis
en el hipocampo de ratones jovenes (Hosseiny, Pietri y cols., 2015); y la expresion de genes
y moléculas implicados en procesos de neurogénesis, regeneracion y plasticidad como el

factor derivado de células gliales (GDNF), el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor
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derivado del cerebro (BNDF) y de la neurotrofina (NT-3) y NT-4. Aunado a lo anterior, la EE
también puede modificar factores de transcripcion como el elemento de respuesta del
adenosin monofosfato ciclico (AMPc), y el homélogo de la proteina 1 (HOMERZ1A), los cuales
se han relacionado con la plasticidad sinaptica, asi como también a la sinaptofisina
(Nithianantharajah y Hannan 2006). No obstante lo anterior, en la LTME se han realizado
pocos estudios a nivel molecular que expliquen el efecto del EE sobre la recuperacién funcional
en esta patologia, aunque se ha descrito que es capaz de incrementar la expresién del BNDF

(Berrocal, Pearse y cols., 2007).

Motora p

Figura 9. Rehabilitacion por Medio Enriquecido (EE). Activa diferentes partes del cerebro, como el area
somatosensorial (rojo) y la visual (anaranjado). Incrementa la estimulacion cognitiva en el hipocampo (azul) y otras
areas corticales e incrementa la actividad motora al estimular areas motoras de la corteza cerebral y del cerebelo
(verde). Modificado de Enriched environments, experience-dependent plasticity and disorders of the nervous system

(Nithianantharajah y Hannan 2006).

1I. JUSTIFICACION
En estudios previos, se demostré que los animales con una LTME que fueron implantados con
PPy/l sintetizado por plasma, tuvieron mayor preservacion de tejido nervioso, menor respuesta
inflamatoria, mejor integracién del implante al tejido del huésped y una recuperacion funcional
superior a la de los animales implantados con polimeros sintetizados por métodos quimicos o
electroquimicos convencionales. Ademas, qued6 demostrada su capacidad neuroprotectora
al atenuar algunos de los procesos fisiopatologicos de la LTME como la lipoperoxidacion, la

isquemia, el estrés oxidante, la inflamacion y la apoptosis.
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En cuanto a RB, esta es la Unica estrategia terapéutica aceptada mundialmente para el
tratamiento de la LTME porque fortalece los misculos que aun estan activos, previene la
pérdida del tono muscular y la espasticidad muscular y mejora la circulacion sanguinea.
Ademés, RB modifica la expresion de moléculas relacionadas con la regeneracion nerviosa y
los procesos de plasticidad, como la proteina asociada al crecimiento 43 0 GAP-43, la tubulina

Blll y la proteina basica de mielina o MBP.

Con base en los mecanismos de accién de ambas estrategias terapéuticas, la aplicacién de
PPy/l sintetizado en plasma en combinaciéon con un esquema mixto de RB por medio de
natacién y medio enriquecido (SW/EE) favorecera una mejor y mas completa recuperacion

funcional después de una LTME.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Qué efecto tendrd el implante de PPy/l sintetizado por plasma y aplicado so6lo o en
combinacion con un esquema mixto de RB por natacion y medio enriquecido, sobre la
expresion de genes y/o moléculas relacionadas con los procesos de neurorregeneracion y
plasticidad nerviosa y sobre la recuperacion funcional después de una lesion traumatica de

médula espinal en ratas?

V. HIPOTESIS
Si el uso combinado del implante de PPy/l y una estrategia mixta de rehabilitaciébn (nado y
medio enriquecido), produce una mayor expresion de GAP-43, Bl tubulina y MBP, moléculas
relacionadas con los procesos de neurorregeneracion y plasticidad nerviosa, entonces las
ratas que reciban este tratamiento tendran una mayor recuperacién funcional después de una

LTME, en comparacion con las ratas a las que se les apliquen los tratamientos por separado.

VI. OBJETIVOS
VI.1. Objetivo general
Determinar el efecto del PPy/l en combinacion con un esquema mixto de rehabilitacion con
nado y medio enriquecido sobre la expresiéon de GAP-43, Blll tubulina y MBP, moléculas
asociadas a la regeneracioén y plasticidad nerviosa y la recuperacién funcional en un modelo

LTME por contusion en ratas.
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VI. 2. Objetivos particulares
Evaluar el efecto PPy/I en combinacién con un esquema mixto de rehabilitacion con nado y

medio enriquecido sobre:

1. La recuperacioén funcional (escala BBB y LSS).

2. Cantidad de tejido nervioso preservado.

3. Expresion de las proteinas relacionadas en los procesos de regeneracion y plasticidad
nerviosa (inmunohistoquimicas)

Activacién e inactivacion de genes relacionados con los procesos regeneracion y plasticidad

nerviosa de (microarreglos).

VIl.  METODOLOGIA
Todos los experimentos con los animales, se realizaron de acuerdo las especificaciones
técnicas de la Norma Oficial Mexicana para la produccién, cuidado y uso de animales de
laboratorio (NOM-062-Z00-1999) (Anexos 1y 2) y con la autorizacién del Comité Nacional de
Investigacién Cientifica del IMSS (NUmero 2015-785-060) (Anexos 3y 4).

VII.1, Tipo de estudio: Experimental, Analitico, Longitudinal, Prospectivo.

VII.2. Universo de Estudio

Se utilizaron 90 ratas hembra adultas, de la cepa Long-Evans, con peso corporal entre 250 y
300 g. Los animales fueron colocados en cajas individuales en un bioterio bajo condiciones
controladas de temperatura y humedad, con ciclos luz-obscuridad de 12x12 h, con alimento y

agua a libre demanda.

VII.3. Criterios de seleccion de la muestra

Criterios de inclusion

Se incluyeron ratas hembra de la cepa Long-Evans, sanas, con peso corporal entre 250 y 300
g, a quienes al momento de realizarles la LTME con el estereotdxico New York University
Impactor (NYU), registraron un valor numérico menor a 10 y un hematoma en la zona central
de la médula espinal, asi como paralisis en ambas extremidades posteriores el dia siguiente

de la cirugia.
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Criterios de exclusion
Se excluyeron las ratas con cualquier alteracién que pudieran deberse a la degeneracion de

la cepa o que presentaron alguna infeccion o afectacion del estado de salud.

Criterios de eliminacion

Se eliminaron aquellas ratas que al momento de realizarles la LTME registraron un error mayor
a 10 al ser lesionadas con el impactador NYU, o que el hematoma posterior al impacto se
encontrara lateralizado con respecto a la regién central de la médula espinal, o que
presentaran ruptura de meninges al momento de realizar la lesion, o que no presentaran
pardlisis de las extremidades posteriores al dia siguiente de la cirugia, y aquellas que no

completaron el tiempo de evaluacion propuesto o que presentaron autosarcofagia.

VIl.4. Variables

Independientes: LTME, administracién de PPy/l y la RB.

Dependientes: Expresion de genes relacionados con los procesos de regeneraciéon vy
plasticidad nerviosa, expresion de proteinas relacionadas con los genes involucrados en los
procesos de regeneracion y plasticidad nerviosa, recuperacion locomotora, preservacion de

tejido medular.

VII.5. Sintesis del Polimero de PPy!/I

Se sintetizé una pelicula de PPy/I por la técnica de polimerizacién por plasma en un reactor
tubular de vidrio con un volumen aproximado de 1.5 L en donde a través de vélvulas en los
extremos del reactor se introdujeron tanto el mondémero de pirrol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA; 99%) como el yodo (Sigma-Aldrich; 99.8%) por medio de la reduccién de la presion
(102 mbar aproximadamente), en el interior del reactor al utilizar una bomba de vacio. La
polimerizacion se llevé a cabo a través de descargas de resplandor generadas por plasma con
un voltaje de 700 V y una potencia de 80 W durante 300 min. Posterior a la sintesis, se realiz6
la caracterizacion del PPy/l mediante espectroscopia infrarroja (IR) con un espectrofotometro
Thermo Scientific Nicolete iS5, el andlisis morfoldgico por medio de microscopia electrénica
de barrido (Jeol JMS 5900LV) y el andlisis elemental mediante sonda (EDS Oxford INCA-
XACT) (Cruz, Morales y cols., 1999, Cruz, Mondragon-Lozano y cols., 2012).
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Se preparé una suspension a partir de la pelicula de PPy/l, para lo cual se pulverizaron
fragmentos de la pelicula y se agreg6 solucion fisiolégica (5 mg de PPy/l en 1 ml solucion de
Cloruro de Sodio 0.9%), para su posterior aplicacion en el sitio de lesion (Mondragon-Lozano,
Rios y cols., 2017).

La forma de preparacion del biomaterial PPy/l descrita, fue estandarizada anteriormente por
nuestro grupo de investigaciéon y probada en trabajos previos para el tratamiento de la LTME
tanto por contusién como por seccidon completa de la médula espinal (Olayo, Rios y cols.,

2008, Mondragon-Lozano, Rios y cals., 2017).

VII.6. Procedimiento quirurgico

Los animales se anestesiaron via intramuscular con una mezcla de ketamina y xilacina a razén
de 75 y 25 mg/kg de peso corporal, respectivamente. Se aplicaron medidas de asepsia y
antisepsia, previa tricotomia del dorso del animal. Se realizé diseccién por planos de piel y
musculos en la regién toracica, se retird la apofisis espinosa de la vértebra toracica 9 (T9) para
realizar una laminectomia y exponer la médula espinal sin dafiar las meninges, para
posteriormente realizar una LTME por contusion de intensidad moderada con el estereotaxico
NYU, que deja caer directamente sobre la médula espinal expuesta, un cilindro de acero de 2
mm de didmetro con un peso de 10 g, a una altura de 25 mm en forma vertical, guiada y
controlada por sensores conectados a una computadora que registré el peso, la deformacién
de la médula espinal, la altura de la caida del impactador y la velocidad de la misma (Fig. 12)
(Gruner, 1992, Vialle, Grochocki y cols., 2007). Después de producir la LTME tanto los

musculos como la piel fueron suturados por planos con puntos separados.
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Figura 10. Impactador New York (NYU) para producir la lesidn trauméatica de la médula espinal. El dispositivo
mide con precisiéon el movimiento de un cilindro de acero de 10 g que cae de una altura determinada, en este caso
de 25.0 mm, sobre el segmento toracico 9 (T9) de la médula espinal expuesto por laminectomia. El dispositivo mide
el movimiento de la columna vertebral subyacente al sitio de impacto, muestra la trayectoria de la barra que cae y
calcula con precision (+ 1%) cuatro parametros de contusion: velocidad de impacto (ImpV), distancia de compresion
del cordén medular (Cd), el tiempo de compresion (Ct) y la tasa de compresion del cordén medular (Cr=Cd/Ct)

VII.7. Cuidados post-operatorios

Después de la cirugia, los animales fueron colocados en cajas individuales y llevados al
bioterio, donde recibieron el antibidtico de penicilina benzatinica administrada via
intramuscular (1 200,000 Ul) y tratamiento analgésico con paracetamol (5 ml/L de agua durante
5 dias). Como terapia post-operatoria, la vejiga neurogénica y el intestino se vaciaron
manualmente todos los dias hasta que el animal recuperé el control de esfinteres. La salud
general de cada animal en el estudio se verificé diariamente. Aunado a lo anterior, se hicieron
registros de los animales que presentaron autosarcofagia, hiperextension, edema,
espasticidad o anquilosis de las extremidades posteriores. Y cuando fue necesario, se
proporciond el tratamiento adecuado.

VII. 8. Disefio Experimental

Una vez realizada la LTME, las ratas se dividieron aleatoriamente en 4 grupos (n=6/grupo):
sin tratamiento (control); aplicacion del biopolimero (PPy/l); RB mixta por nataciéon y medio
enriquecido (SW/EE); y tratamiento combinado (PPy/l + SW/EE). Ademas, se considerd un
grupo sin LTME vy sin tratamiento (Sham). La recuperacion locomotora se evalud
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semanalmente con las escalas Basso-Beatide-Bresnahan (BBB) y Lousville (LSS), la cantidad

de tejido preservado se evalu6 mediante andlisis histologico-morfométrico

(hematoxilina/eosina y software FIJI), la expresion de proteinas relacionadas con los procesos
de regeneracion y plasticidad por inmunofluorescencia (Software Image J) y la expresion

génica mediante microarreglos.

90 ratas
Long-Evans
250-300 g
Escala de Basso, Beattie, Bresnaham (BBB)
Escala de Louisville (LSS)
n=6
Implante
LTME PPyl = Eutanasia Eutanasia
Rehabilitacién
5 o/l Evaluacién 30 dias 60 dias
an uL n=45 n= 45
48 h post-LTME 1 semanas 2 semanas

+ Medio Enriquecido (EE)
* Natacidon (SW)

i

PPy/l + SWIEE
|

n= 9 por grupo

* Histologia-morfometria
(Hematoxilina-Eosina, software FIJI)

* Expresion génica
(Microarreglos) n= 3

* Expresion proteica
{Inmunofluorescencia)

Figura 11. Disefio experimental. Se definen los pasos que se siguieron durante la realizacion del presente
protocolo de investigacion en un modelo de lesion traumatica de médula espinal (LTME) por contusion de intensidad
moderada. Los cinco grupos experimentales considerados: laminectomia sin LTME (sham), LTME sin tratamiento
(contral), aplicacion del biopolimero (PPy/l), RB mixta por natacién y medio enriquecido (SW/EE); y tratamiento
combinado (PPy/l + SW/EE). Se muestran también, los procedimiento y las técnicas con las que estos realizaron,
los tiempos de evaluacion, las escalas utilizadas para evaluar el grado de recuperacién funcional tanto en campo

abierto con la escala BBB (Basso, Beathie y Bresnaham) como en tanque de nado con la escala LSS (Louisville).
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VII.9. Tratamientos

Aplicacién del PPy/l

La administracion de PPy/l se realizé 48 h después de la LTME, a razén de 5 mg/ml en un
volumen de 30 pL, mediante inyeccion directa en el sitio de lesion, previa re-apertura de la
herida quirargica y bajo efecto anestésico (Alvarez-Mejia, Morales y cols., 2015, Mondragon-

Lozano, Rios y cols., 2017).

Terapias de Rehabilitacion

La RB mixta con SW/EE, comenzé 15 dias después de la LTME a fin de evitar lesionar ain
mas la médula espinal, por la susceptibilidad del tejido nervioso durante las etapas iniciales
después de una lesion de esta naturaleza (Magnuson, Smith y cols., 2009, Piao, Stoicay cols.,
2013). Las terapias de RB y las evaluaciones de la recuperacién funcional se realizaron en las

instalaciones del Proyecto Camina A.C.

Previo al inicio de la terapia con SW/EE, los animales recibieron diariamente masaje y
movilizaciones pasivo-asistidas, mediante movimientos circulares segun permitiera cada
articulacion, como se realiza el movimiento en una bicicleta, para facilitar el reaprendizaje del

movimiento en las extremidades posteriores.

Rehabilitacion por nado

Pre-entrenamiento

Una semana antes de producirles la LTME, los animales fueron colocados en un tanque de
vidrio (149x18.5x30 cm) con agua a temperatura controlada para realizar la actividad de nado.
Al final del carril, el tanque contaba con una plataforma acrilica antiderrapante para que el
animal pudiera descansar como se describié por Smith y cols., (2009). La adaptacién de los
animales al nuevo ambiente se realiz6 colocandolos por 6 dias consecutivos en el tanque de
agua durante 2 min, con incrementos de 1 min cada dia hasta llegar a 7 min al término de la
semana de pre-entrenamiento. Al final de la actividad los animales recibieron semillas o cereal

como refuerzo positivo (Smith, Brown y cols., 2009).

44



Rehabilitacion

Dos semanas después de producirse la LTME, se iniciaron las sesiones de RB con natacion
(Magnuson, Smith y cols., 2009), se colocaron a los animales en el tanque con agua cada
tercer dia con sesiones de 2 min, se increment6 1 min cada semana hasta concluir 6 semanas.
En cada sesion, los animales recibieron apoyo por parte del rehabilitador para llevar a cabo la
actividad mientras no tuvieran el control del tren posterior. Aunado a lo anterior, se llevaron a
cabo sesiones de masajes musculares en las extremidades posteriores al concluir la actividad

para relajar los musculos y evitar la contractura muscular (Guerra y Saavedra 2004).

Rehabilitacion en medio enriquecido

Los animales fueron colocados 2 h diariamente durante 30 o 60 dias segun el grupo
experimental al que correspondian, en un ambiente enriquecido provisto con diferentes
articulos de distintos colores y texturas, incluyendo ruedas de ejercicio, tubos plasticos para
laberintos, barras de ejercicio y circuitos de obstaculos, los cuales fueron modificados
periddicamente a fin de evitar la habituacion e incrementar la estimulaciébn motora-sensitiva
mediante actividades novedosas, asi como la interaccién social con otras 5 o 6 ratas a la vez
y la exploracién del ambiente (Krech, Rosenzweig y cols., 1960, Will, Rosenzweig y cols., 1977,
van Praag, Kempermann y cols., 2000).

Recuperacion funcional.
El grado de recuperacion funcional se determindé por medio de dos escalas, la escala

locomotora de Basso, Beattie and Bresnahan (BBB) y la escala de Lousville (LSS).

Escala Basso, Beattie and Bresnahan (BBB)

La escala BBB (Basso, Beattie y cols., 1995, Basso, Beattie y cols., 1996), evalla el
movimiento de las tres articulaciones de las extremidades posteriores (cadera, rodilla y tobillo),
la amplitud de los mismos, el soporte de peso corporal, la coordinacion entre las patas
delanteras y las traseras y el tiempo de repeticion de los mismos. Consta de 22 puntos, donde
cero indica movimiento nulo y 21 indica una marcha normal (Anexo 5). La evaluacion se realizé
a doble ciego, en un campo abierto, sobre una superficie plana, 24 h después de la LTME para
comprobar que los animales presentaran pardlisis completa de las extremidades posteriores
y, después se realiz6 una vez por semana durante 8 semanas para evaluar el grado de

recuperacion funcional.
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SANA CONTROL

Figura 12. Parametros de evaluacion de la escala BBB. A. Movimiento de las tres articulaciones de las
extremidades posteriores, cadera, rodilla y tobillo. B. Amplitud de los movimientos. C. Soporte de peso corporal. D.

Coordinacion entre las patas anteriores, posteriores y levantamiento de cola.

Escala Louisville (LSS)

La escala LSS (Smith, Burke y cols., 2006, Smith, Shum-Siu y cols., 2006), evalla la
dependencia que presentan los miembros posteriores con respecto a los anteriores, el
movimiento y alternancia de las extremidades posteriores y la posicion y control del cuerpo
con respecto a la superficie del agua (Fig. 14). Consta de 18 puntos que van de 0 a 17, donde
cero es la ausencia de las caracteristicas mencionadas y, 17 representa el movimiento y

control adecuado para nadar (Anexo 6).
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SANA CONTROL

Figura 13. Parametros de evaluacién de la escala Louisville (LSS). A. Movimiento y alternancia de las
extremidades posteriores para un animal sin LTME, el cual obtiene de dichas extremidades el movimiento, la fuerza
y el impulso para desplazarse a través del tanque de agua. B. Dependencia de las extremidades anteriores para
realizar el desplazamiento a través del tanque de agua en un animal con LTME. Nétese que los animales sanos
so6lo usan las extremidades anteriores para direccionar su desplazamiento. C. Control del cuerpo. Los animales
Sanos mantienen el control del tronco en el plano horizontal durante el desplazamiento. D. Posicién del cuerpo con
relacion a la superficie del agua, donde un angulo mayor a 20° indica déficit funcional.

La escala LSS categoriza a las ratas segun el puntaje que obtienen, el cual representa el grado
de recuperacion locomotora que logran para realizar el desplazamiento en el agua mediante
el control y la amplitud de sus movimientos. Si alcanzan entre 0 y 5 puntos se clasifican como
pobres nadadoras, de 6 a 11 como nadadoras intermedias y de 12 a 17 como buenas
nadadoras (Smith, Burke y cols., 2006, Smith, Brown y cols., 2009).

VII.10. Eutanasia de los animales

Al finalizar los dos meses de RB por SW/EE vy, al concluir las evaluaciones funcionales
correspondientes, los animales fueron sacrificados con pentobarbital a dosis letal (100 mg/kg,
por via intraperitoneal) de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana referente al sacrificio
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humanitario animal (Anexo 7) (NOM-033-SAG/Z00-2014 , NOM-033-Z00-1995). Se realizo
perfusion via intracardiaca con 200 ml de solucion salina mas 1000 Ul de heparina a
temperatura ambiente, seguida de 250 ml de paraformaldehido al 4% mas glutaraldehido en
unarelacion 1:1000 (Gage, Kipke y cols., 2012). Al término de la perfusion se extrajo la médula
espinal incluyendo el epicentro de la lesibn mas un cm en direccién cefalica y un cm en
direccién caudal. Posteriormente, las muestras se deshidrataron y se colocaron en parafina,
se realizaron cortes longitudinales de 6 um de grosor hasta llegar al epicentro de la lesién con
un micrétomo de la marca Leica (RM21125RT). Se seleccionaron 9 laminillas por cada animal,
que contenian 5 cortes cada una. Se utilizaron tres laminillas para el estudio
histologico/morfométrico, tres para el de inmunofluorescencia y tres mas para el de

inmunohistoquimica.

VII.11. Andlisis Morfométrico

Para realizar el analisis morfométrico, del total de cortes realizados de cada médula espinal,
se selecciono la que contenian los cortes donde el epicentro de la lesion fuera mas evidente y
después, a partir de esa laminilla, se seleccion6 una laminilla antes y una después y se tifieron
con hematoxilina-eosina (Thompson y Richter 1960). De las tres laminillas seleccionadas, se
consideraron tres cortes de tejido medular, se tomaron imagenes panoramicas con un
microscopio Leica (MZ6) de campo claro y se colocé cada uno de los cortes en orientacion
cefélico-caudal y se cuantificé el dafio presente conformado por el epicentro de la LTME, los
quistes y microquistes producidos también como resultado de la LTME vy, se rest6 del area
total del corte de tejido medular. Las mediciones se realizaron con el software FIJI (Schindelin,

Arganda-Carreras y cols., 2012).

VII.12. Inmunofluorescencia

Las laminillas seleccionadas para este estudio se colocaron en la estufa a 60°C para retirar el
exceso de parafina, se hidrataron en un tren de alcoholes graduados y se colocaron en un
vaso coplin vertical de plastico con buffer de citratos 10 mM a pH 6, dentro de una olla a presiéon
durante 20 min, para realizar la recuperacion de antigeno. Posterior a este proceso, los tejidos
fueron permeabilizados con PBS-T (PBS 0.01M-Triton 0.1%) durante 30 min y bloqueados los
sitios inespecificos con 5% de suero de caballo en PBS-T en cadmara humeda durante 30 min.
Transcurridos los 30 min se colocaron los anticuerpos primarios anti-rabbit GAP-43 (1:500;
BioRad), anti-rabbit MBP (1:200; ABCAM) y anti-BlII tubulina (1:500; ABCAM) en una cdmara
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hiameda a 4 °C durante toda la noche. Después se realizaron lavados con PBS-T y se
colocaron los anticuerpos secundarios Alexa flior® 488 donkey anti-rabbit igG (1:300,
Molecular Probes) y Alexa flior® 594 donkey anti- rabbit 1gG (1:300, Molecular Probes),
durante 2 h a temperatura ambiente y en condiciones de obscuridad. Los nucleos de las células

fueron marcados con Hoechst (1 nM).

Para disminuir la autofluorescencia generada por el propio tejido, el medio de fijacién o la
parafina, las laminillas se colocaron en una solucién de Sudan negro B (Sigma Aldrich) al 0.1%
en 70% de etanol durante 15 min. Después se retir6 el exceso de Sudan negro con agua
destilada y PBS-T y se cubrieron los tejidos con vectashield ® (Baschong, Suetterlin y cols.,

2001) y un cubreobjetos.

Las laminillas se observaron en un microscopio confocal Nikon TI eclipse (Al), donde se
obtuvieron imagenes 20X de cuatro regiones circundantes al epicentro (cefalico-dorsal,
cefalico-ventral, caudal-dorsal y caudal-ventral) para realizar la cuantificacion de la expresion
de GAP-43/MBP y BllI tubulina/MBP. La fluorescencia especifica se cuantific6 en 3 campos
diferentes, correspondientes a 500 x 500 micras para cada corte. Las cuantificaciones se
realizaron en el tejido de la médula espinal, sin tomar en cuenta el quiste y tomando como

referencia el epicentro de la lesion, con el programa Imagen para Windows.

VII. 13. Inmunohistoquimica

Después de desparafinar las muestras, hidratarlas y recuperar los antigenos descritos
previamente, los cortes de tejido fueron procesados con el Kit RTU Vectastain® (Vector
laboratorios, Estados unidos) y bloqueados con suero normal de caballo al 2.5% (Vector)
durante 20 min, en camara himeda a 4 °C. Posteriormente, se colocé el anticuerpo primario
anti-rabbit (1:500, ABCAM) para GFAP y se incub6 durante toda la noche en cdmara hiumeda
a 4 °C. Posteriormente, se incub6 con el anticuerpo secundario anti-rabbit/mouse 1gG (Vector)
por 2 h a 4 °C. Se realizaron 3 lavados con PBS-triton de 5 min cada uno. Las laminillas se
incubaron usando el kit Vectastain® durante una hora y se realizaron de nuevo 3 lavados con

PBS-tritdbn y uno con agua destilada de 5 min cada uno.

Al finalizar los lavados, se coloc6 la 3-3' diaminobencidina durante 5 min y se realizaron

lavados con PBS-Triton y agua destilada. Después, los cortes de tejido medular fueron
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digitalizados con un microscopio 6ptico Leica, el objetivo de 20X. Las imagenes resultantes se
analizaron por medio del software Fiji para Windows 10 (Schindelin, Arganda-Carreras y cols.,
2012), y se consideraron cinco cortes de tres laminillas previamente seleccionadas. El area
circundante al sitio de lesion se dividié en cuatro cuadrantes correspondientes a las regiones
cefélica-dorsal, cefalica-ventral, caudal-dorsal y caudal-ventral. La cuantificacién de astrocitos

inmunoreactivos a GFAP contenidos dentro de dichas areas, se realiz6 manualmente.

VII.14. EXPRESION GENICA

Aislamiento del acido ribonucleico (ARN)

Para analizar la expresion génica después de la LTME y las estrategias de RB aplicadas, se
formaron nuevos grupos experimentales a los que se les realizaron las evaluaciones
funcionales durante 30 y 60 dias tal y como se describié previamente. Al término del
seguimiento, los animales se sacrificaron por decapitacion con apego a los lineamientos
sefialados en la NOM-033-ZO0-1995 y la NOM-033-SAG/Z00-2014. Se extrajo 1 cm total de
la médula espinal, a partir del epicentro de la lesién, 0.5 cm en direccion cefalicay 0.5 cm en
direccion caudal. Cabe sefalar que, para extraer el tejido medular, durante todo el proceso se
trabajo a 4°C, para lo cual se colocé el cuerpo del animal en una cama de hielo y se irrig6 todo
el tiempo a la médula espinal con PBS al 1X a 4°C. Una vez que se extrajo el tejido, se colocé
en un tubo eppendorff con 1 ml de TRIzol (BioRad) para ser homogenizado, después se le

agrego6 200 pl de cloroformo, se agito y se centrifugé durante 15 min a 4°Cy 12 g.

Una vez centrifugado el tejido, la fase acuosa se transfiri6 a un nuevo tubo eppendorf, para
precipitar el ARN mediante la adicién de 500 pl de Isopropanol (Sigma-aldrich). Los tubos
fueron incubados en hielo durante 30 minutos y al terminar se centrifugaron durante 10 min a
12 g.

La fase acuosa fue desechada y el pellet formado, lavado con etanol al 75%, después se
centrifugd durante 5 min a 7500 g. Finalmente, el pellet fue hidratado con agua libre de
ribonucleasas (RNAsas) y 24 h después se tomd la lectura de concentracién y pureza usando
el Nanodrop 2000/2000 ¢ a 260/280 nm de Thermo Scientific (Waltham, MA, USA).
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Preparacion del RNA para el microarreglo

Andlisis de la integridad del ARN

La integridad del ARN de las muestras, se determin0 con el bioanalizador 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) y el software 2100 Expert, que mediante el andlisis completo
del gel de electroforesis, examiné el nivel de degradacion del ARN vy lo clasifico de acuerdo a
un sistema de numeracion de 1 a 10, donde 1 es el perfil de ARN mas degradado y 10 el mas
intacto. Las muestras con un nimero de integridad (RIN) 27.0 fueron incluidos en el andlisis

del microarreglo.

Microarreglo
El analisis del microarreglo se realiz6 de acuerdo a los protocolos de Affymetrix, Inc. (Santa
Clara, CA), en el laboratorio de microarreglos del Instituto Nacional de Medicina Genémica
(INMEGEN).

El &cido desoxirribonucleico complementario (ADNc) de la primera cadena se sintetiz6 a partir
de 200 ng de ARN, con la enzima Superscript Il transcriptasa reversa con un oligdbmero de
poli (T) que esta incorporada a un promotor T7. Para obtener el &cido ribonucleico (ARNCc),
la sintesis de la segunda cadena de ADNc fue seguida por la transcripcion in vitro. Este RNAc
se uso como molde para un segundo ciclo de sintesis de DNAc con la incorporacién de 2’-
deuxiridina, 5-trifosfato (dUTPs) dentro de la nueva cadena. Después, el DNAc se fragmenté
y se usaron las endonucleasas glicosilasa uracil-DNA y purina-pirimidina; los fragmentos
resultantes fueron marcados con biotina y se realizé la hibridacion a 45°C durante 16 h.
Posteriormente, se tifieron con straptavidina-ficoheritrina conjugada, se lavaron y se

escanearon con base en el protocolo Affimetrix para chips Clariom™ S.

El analisis de expresion génica se realiz6 con el microarreglo soluciones Clariom S (Clariom™
S). El escaneo y la obtencion de resultados del microarreglo fueron seguidos de la
transformacion de los datos de fluorescencia en archivos CEL con la Consola de expresion
Affymetrix (ECS) y utilizando el software de la Consola de comandos de Affymetrix Gene Chip
(AGCC).

Para identificar los posibles procesos biolégicos modificados por la sobreexpresion o

disminucion génica provocada por la LTME y por cada uno de los tratamientos aplicados, se
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realizé un andlisis con la base de datos Analisis de proteinas a través de la relacion evolutiva
(PANTHER) v16.0 que realiza un analisis en el cual clasifica a los genes de acuerdo a la
Categoria Ontogénica (GO) en la que participan, dichas categorias estan organizadas segun
el tipo de familia o subfamilia a la que el gen en cuestidon pertenece (clase de proteina), la
funcién molecular que realiza, el proceso bioldgico en el que podria participar y la interaccion
con otras moléculas. Cabe sefalar que los genes analizados pueden participar en una 0 mas

Categorias Ontogénicas (GO).

VII.15. Andlisis Estadistico

A los datos obtenidos como resultado se les aplicé la prueba de homogeneidad de varianza
de Levene para definir la inferencia estadistica. Para los datos de las evaluaciones funcionales
(escalas BBB y LSS) se analizaron mediante una ANOVA de medidas repetidas seguida de la
prueba de Tukey para las comparaciones mdltiples. La cantidad de tejido preservado y la
astrocitosis reactiva se analizaron mediante la prueba ANOVA de una sola via, seguida de la
prueba de comparaciones mdltiples de Dunnett. La cuantificacion de fluorescencia para BllI-
tubulina/MBP se llevé a cabo mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
comparaciones mdultiples de Dunn y para GAP43/MBP, se realiz6 mediante ANOVA
unidireccional seguida por la prueba de comparaciones multiples de Tukey. El programa IBM®
SPSS version 20.0 para Windows 10 y el software GraphPad Prism® version 6.0 para

Windows 10, se utilizaron para analizar y graficar los datos, respectivamente.

Los resultados del microarreglo fueron normalizados usando el algoritmo de analisis robusto
multichip (RMA), con la consola de expresion Affymetrix (ECS). Después se realizo un analisis
por comparacion usando el software R (Paquete Bioconductor) y se aplic6 una ANOVA de una
sola via, ademas de un andlisis tasa de falsos descubrimientos (FDR). Posterior a esto, se
realizé un andlisis de expresion diferencial con el paguete Modelos lineales de datos de
micromatrices (LIMMA) con la prueba t moderada y el FDR Benjamini-Hochberg, como analisis
estadistico. Los resultados se obtuvieron a través del software 4.0.1 Consola de analisis
transcriptomico de Affymetrix (TAC) (Thermo Fisher Scientific), con base en una razén de
cambio mayor a -2 y menor a 2, con un valor de p <0.05 para indicar las diferencias entre los

genes expresados al aplicar los tratamientos probados.

52



VIIl.  RESULTADOS

VIII.1. Caracterizacion del PPy/l sintetizado por plasma

La estructura quimica del biopolimero PPy/l sintetizado por plasma tiene absorciones de
espectroscopia infrarroja (IR) con contribucién de siete bandas de absorcion principales. El
ancho centrado en 3332 cm'- incluye interacciones =C—H, N-H y O—H en el polimero. Los dos
primeros son parte de la estructura del PPy/l, pero el O-H se origina de la oxidacion
atmosférica. La banda de absorciéon centrada en 2932 cm~1! se puede asignar a grupos
alifaticos -C—H que no forman parte de la estructura canénica del PPy que podrian estar
relacionados con la presencia de fragmentos de pirrol debido a las colisiones de alta energia
entre las particulas durante la sintesis por plasma. La absorcion en 2359 y 2220 cm™
corresponde a resonancias de grupos -C=, expresados como =C=, y grupos de nitrilo; el
primero esta asociado con la columna vertebral de los anillos de pirrol, pero el otro sugiere una
alta deshidrogenacion y la rotura de algunos anillos del monémero. La banda de absorcién con
la intensidad mas alta esta en 1611 cm y puede asociarse con grupos C=C y C-N de anillos
de pirrol. También se pueden encontrar otras absorciones de grupos =C-H en la estructura del
PPy en 1415 y 728 cm™. Otra pequefia absorcién puede estar en 604 cm atribuida a los
grupos C-I, originados en el dopaje con yodo durante la polimerizacién por plasma. Por lo
tanto, la estructura del PPy/I, tiene contribuciones de sus propios grupos quimicos y de otros

derivados de fragmentos de los anillos del pirrol (Fig. 14A).

El contenido elemental en % de atomos se muestra en el inserto de la Figura 14B. El analisis
se realizé considerando aproximadamente el primer nm de la superficie de la muestra, que
generalmente estd ligeramente mas oxidada que las capas mas profundas. Como muestra el
inserto de la Figura 14B, el contenido de oxigeno fue del 9,58%; mientras que el contenido de
C, Ny Si, fue de 74.97%, 14.48% y 0.97%, respectivamente. La relacion atémica C/N de las
moléculas de pirrol es 4, sin embargo, en el PPy/I, la relacion atémica la C/N fue de 5.2, que
es ligeramente mas alta que la del pirrol debido a la fragmentacién y oxidacion ocurrida durante
la sintesis. Cabe destacar que no se encontraron atomos de yodo en la superficie de los
polimeros. En otros trabajos, se ha discutido que una de las funciones del yodo en la
polimerizacion por plasma es catalizar las reacciones quimicas, ademas de su funcién de

dopante. El PPy/l se sintetiz6 como peliculas delgadas (Fig. 14C) y se moli6 manualmente en
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un mortero de 4gata con pistilo para obtener un polvo con un didmetro medio aparente de

particulas de aproximadamente 1 um (Fig. 14D).
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Figura 14. Caracterizacion del implante de polipirrol/ yodo (PPy/l). A. Contenido elemental en porcentaje de
atomos. B. Grupos quimicos y otros derivados de fragmentos de anillos de pirrol. C. Peliculas delgadas de la
sintesis del PPy/I obtenidas en un microscopio electronico de barrido. D. Polvo de PPy/I obtenido mediante molido

manual en un mortero Agatha para obtener un polvo con un didmetro aparente medio de particulas de
aproximadamente 1 um.

VIII.2. Condicion clinica

El estado general de salud y la condicion clinica de los animales que recibieron RB por SW/EE,
fue mejor que la de los animales del grupo control, ya que los animales con RB recuperaron el
control de esfinteres, y vaciaron sus vejigas e intestinos por si mismos, desde la primera
semana después de iniciar el tratamiento; mientras que los animales del grupo de control no
recuperaron esta capacidad. Mas aun, en el grupo tratado con PPy/I+SW/EE, no hubo casos
de edema en las extremidades posteriores, ni antes ni después del inicio de la RB, mientras
que en el grupo que recibié solo SW/EE, ocurrieron 3 casos de edema, los cuales mejoraron
durante la primera semana después del inicio del tratamiento. Asi mismo, la RB por SW/EE
redujo 3 veces el nimero de animales con hiperextension de las extremidades posteriores,
mientras que los animales con espasticidad en los grupos experimentales que recibieron
SW/EE y PPy/I+SW/EE mejoraron en un maximo de 15 dias después de que se inici6 la RB y,
la espasticidad no reaparecid, caso contrario a lo observado en los animales que no recibieron

RB. No se identificaron animales con anquilosis en los grupos que recibieron RB. Ademas, los
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dos casos de autosarcofagia que se observaron, se resolvieron completamente después de
que se iniciara la RB por SW/EE. Todo lo anterior se reflejo en el rendimiento de los animales

durante la evaluacion funcional realizada con la escala BBB en campo abierto.

VIII.3. Recuperacién de la funcidon locomotora. Evaluada con las escalas LSS y BBB.
La recuperaciéon funcional de las extremidades posteriores de los animales incluidos en el

estudio se evalué mediante dos escalas: la escala LSS y la escala BBB.

Con respecto a la recuperacion funcional evaluada y medida con la escala LSS, las ratas del
grupo control obtuvieron una puntuacién de 3 + 0.36 (Fig. 15A), lo que indica que exhibieron
movimientos ligeros en las tres articulaciones, disminucién del control corporal en el agua y
dependencia constante de las extremidades anteriores durante todas las sesiones de SW, lo
que las clasific6 como nadadoras pobres. En la escala BBB, este grupo obtuvo un puntaje
promedio final de 4 + 0.18 (19.04% de la recuperacion motora completa), lo que significa que
los animales presentaron movimientos ligeros en las tres articulaciones evaluadas, es decir, la

cadera, la rodilla'y el tobillo (Fig. 15B).

Aungue las ratas que recibieron el polimero PPy/l pero que no se sometieron a RB por SW/EE,
lograron una puntuacion en la escala de LSS similar a la obtenida por el grupo control (Fig.
15A), estos animales obtuvieron una puntuacién en la escala BBB de mas del doble de lo
logrado por los animales del grupo de control, puntaje de 8.87 + 0.52 (42.23% de recuperacion
motora completa) al final del periodo de evaluacion, lo que significa que las ratas exhibieron
movimientos amplios de las tres articulaciones de las extremidades posteriores e intencion de
caminar y, en algunos casos, exhibieron una colocacion plantar exitosa de las extremidades

posteriores en la superficie de evaluacién (Fig. 15B).

Las ratas que se sometieron solo a RB por SW/EE lograron una puntuacién de 7.75 £ 0.2 en
la escala de LSS, por lo que fueron clasificadas como nadadoras intermedias al final del
estudio, ya que exhibieron amplios movimientos de sus extremidades posteriores y control
corporal que les permiti6 permanecer en paralelo a la superficie del agua durante el
desplazamiento, aunque se mantuvo la dependencia de las extremidades anteriores (Fig.
15A). Este grupo logré una puntuacién de 11.8 * 0.26 (56.19% de recuperaciéon motora

completa) en la escala BBB al final del periodo de evaluacion, lo que significa que las ratas
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exhibieron movimientos amplios de las tres articulaciones, colocaron correctamente las patas
posteriores sobre la superficie de evaluacidon y soportaron su peso corporal de manera
frecuente o consistente, aunque no presentaron coordinacion entre las extremidades

anteriores y posteriores durante la marcha (Fig. 15B).

En contraste, las ratas del grupo que recibi6 PPy/I+SW/EE, calificaron como buenas
nadadoras en la escala de LSS con un puntaje final de 11.5 + 1.3 debido al movimiento extenso
de las articulaciones de las extremidades posteriores, sin dependencia de las extremidades
anteriores, con control del cuerpo durante el desplazamiento y el movimiento de la cola (Fig.
15A). Cabe sefialar que los movimientos realizados por los animales de este grupo fueron
consistentes y coordinados desde el comienzo de la evaluacién hasta la sexta semana, a
diferencia de lo que se observé en el grupo que recibié solo la RB con SW/EE. Al evaluar a las
ratas del grupo PPy/I+SW/EE con la escala funcional BBB, se observé que estas pudieron
sostener el tren posterior y coordinar sus extremidades anteriores y posteriores durante la
marcha de manera consistente, por lo que el grupo obtuvo un puntaje promedio de 14.13 +
1.83 (67.28% de recuperacion motora completa; Fig. 15B).
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Figura 15. Resultados de la recuperacion de la funcion locomotora. A Recuperacion locomotora basado en la
escala de natacion de Louisville 0 LSS. Los resultados se expresan como la media + SEM, Sin tratamiento (Control,
n = 6), polipirrol/yodo (PPy/l, n = 6), rehabilitacion por natacion y ambiente enriquecido (SW/EE, n = 4) y tratamiento
combinado (PPy/I + SW/EE, n = 4). ANOVA de medidas repetidas seguido de la prueba de comparaciones mdltiples
de Tukey *p < 0,0001. B. Recuperacién de la funcién locomotora, evaluada en campo abierto con la escala de
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Basso, Beattie y Bresnaham o BBB. ANOVA de medidas repetidas seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey *p < 0,0001

VIIl.4. Cuantificacién del tejido preservado y analisis morfoldgico.

Después de dos meses de seguimiento, se realizé el andlisis histoldgico después de teir los
cortes de tejido con hematoxilina-eosina para identificar cambios en la citoarquitectura del area
rostral y caudal de la médula espinal, asi como del epicentro de la lesién de los animales de

cada grupo experimental.

En el caso del grupo control, se observé una marcada reaccién astroglial y la presencia de
macréfagos dentro y fuera del sitio de la lesion, asi como una disposicion irregular y
desordenada del tejido nervioso. Del mismo modo, se identificé la formacién de estructuras
vacuolares y seudoquistes que contenian fragmentos de axones degenerados y restos
celulares alrededor del sitio de la lesion. En el area rostral de la médula espinal de los animales
pertenecientes a los grupos tratados con PPy/l y PPy/I+SW/EE, se observo la presencia de
hemosiderofagos que fagocitaban restos de sangre y productos de la hemorragia resultante
del trauma, asi como hemosiderina en el area caudal, lo cual también se observé en la region
caudal de la médula espinal de los animales que se sometieron a RB (Fig. 16A). Aunque la
reaccién astroglial disminuyé en los tres grupos que recibieron alguno de los tratamientos, se
observé la presencia de macr6fagos espumosos en el epicentro de la lesién y en el area
caudal, lo cual fue mas evidente en los grupos que recibieron por separado el PPy/l o la RB
por SW/EE, en contraste con el grupo que recibi6 ambos tratamientos en combinacion
(PPyI+SWI/EE). En los grupos que fueron tratados con el biopolimero PPy/l, los macréfagos
fagocitaron restos celulares, pero no fragmentos del PPy/I (Fig. 16A), cuya presencia redujo
el dafio estructural al tejido nervioso en las porciones rostral y caudal de la médula espinal.
Cabe destacar que, el epicentro de la lesion de los animales que recibieron cualquiera de los
3 tratamientos fue ocupado principalmente por tejido, mientras que en el grupo control, se
formo una zona quistica en esta area. Ademas, se observaron vasos sanguineos de reciente
formacion en el epicentro de la lesion en los grupos tratados con PPy/l o SW/EE, lo que
fortalece la idea de un probable proceso de reparacién. Mas aun, en el grupo que recibio el
tratamiento combinado PPy/I+SW/EE, en la region caudal se observo la presencia de

neuronas con nucleos redondos e intactos y nucléolos, mientras que en el grupo que recibio
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solo el PPy/l, algunas neuronas estaban en buen estado, aunque otras estaban en proceso de

muerte celular por autofagia, principalmente en la zona rostral (Fig. 16A).

En los animales del grupo de control, se detectd la menor cantidad de tejido nervioso
preservado (23 + 0,52 ym), la formacion de numerosos microquistes y quistes en la periferia
del epicentro de la lesidén y quistes grandes en la porcién central de la médula espinal (Fig.
16A y B). Aunque el grupo tratado con SW/EE no mostré diferencias significativas con
respecto al resto de los grupos en relacién a la preservacion del tejido nervioso debido al
adelgazamiento de la médula espinal en el epicentro de la lesién, si exhibié un dafio reducido
inducido por la LTME (24.52 £+ 01.32 ym) aunado a la presencia de neuronas cerca del sitio de
la lesién y tejido de composicion no identificada aun (Fig. 16A y B). Por otro lado, la cantidad
de tejido preservado en los animales del grupo que recibié el PPy/l (25.91 + 0.82 ym), asi
como del grupo que recibid el tratamiento combinado con PPy/I+SW/EE (26.74 + 0.78 uym),
mostraron diferencias significativas en comparacion con los animales del grupo de control (p
= 0.0228 y p = 0.0029, respectivamente), pero sin diferencias significativas entre estos dos
grupos (Fig. 16B).
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Figura 16. Analisis histoldgico. A. Cortes longitudinales de la médula espinal de animales representativos de

cada grupo tefiidos con hematoxilina-eosina (2.0X). Se muestra el grado de destruccién del tejido medular y los

quistes formados en la médula espinal de animales representativos de cada grupo, con sus respectivos
acercamientos a 20X y 40X en el epicentro de la lesi6on (EP) y las areas rostral (R) y caudal (CA) de la médula
espinal, donde se observan macréfagos (MC) y se aprecia el biopolimero alrededor del sitio de lesién (SL) en los
especimenes de los grupos tratados con polipirrol yodo (PPy/l) y PPy/l+ rehabilitacion fisica con nado y medio
enriquecido (SW/EE). Noétese que en el espécimen de este Ultimo grupo también se observa la presencia de

neuronas (N) y la neoformacién de vasos sanguineos (BV). B. Cuantificacién del tejido preservado, mediante
analisis morfométrico con el software Fiji. ANOVA de una via seguida de Dunnett (p<0.05). Media + SEM (n=6). El
grupo control sin tratamiento es diferente al de PPy/l *(p=0.0028) y PPy/I+RB *(p=0.0029).
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VIIL.5. Evaluacion por Inmunofluorescencia de la expresion de GAP-43, MBP y BllII-
tubulina.

Se evaluaron las moléculas relacionadas con los procesos de plasticidad y regeneracion
nerviosa, incluidas GAP-43, Blll-tubulina y MBP. La inmunofluorescencia para Blll-tubulina y
GAP-43 mostro la expresion de ambos marcadores en el epicentro de la lesién en los grupos
de tratamiento PPy/I, SW/EE y PPy/I+SW/EE, mientras que en las ratas del grupo control, la
expresion de estas moléculas estuvo practicamente ausente. Lo relevante es que la médula
espinal de los animales tratados con SW/EE y PPy/I+SW/EE exhibi6 fibras positivas a Blll-
tubulina que cruzaron el sitio de la lesion y se colocalizaron con GAP-43 (Fig. 17), mientras
que MBP mostré una ligera expresion en el epicentro de la lesién sin colocalizacién con BllI-
tubulina (Fig. 18). Estos resultados se observaron en el 66% de los animales tratados con
SWI/EE o PPy/I+SWIEE, en el 33% de los animales tratados con PPy/l y en ninguno de los

animales del grupo de control.

Aunque el grupo control no mostré expresion de MBP (verde) ni de Blll-tubulina (rojo) en el
sitio de lesidn, es posible observar la expresiéon de MBP a lo largo de la sustancia blanca en la
periferia del tejido dafiado. Lo mismo se observa en el caso del grupo tratado con PPy/l y
SW/EE. Sin embargo, en el grupo que recibio el tratamiento combinado PPy/I+SW/EE, sélo se
observo marcaje positivo para BllI-tubulina y expresion de MBP cerca de los cuerpos celulares

localizados en el sitio de lesion (Fig. 18).

El andlisis de la inmunoflurescencia para la proteina Blll-tubulina mostr6 un aumento
significativo de su expresion en los grupos que recibieron PPy/l, SW/EE o PPy/I+SWIE,
(p=0.0002, p<0.0001 y p=0.0009, respectivamente). Con respecto a GAP-43 y MBP, el
inmunomarcaje solo fue significativo en el grupo que recibié el PPy/l (p=0.0096 y 0.0032,

respectivamente) (Fig. 19).
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Figura 17. Expresién de moléculas relacionadas con los procesos de regeneracién y plasticidad neuronal
después de una lesion traumética de médula espinal (LTME). Doble marcaje inmunohistoquimico de cortes
longitudinales de la médula espinal 8 semanas después de una LTME: Sin tratamiento (Control), polipirrol/yodo
(PPyl/l), rehabilitacion por nado y medio enriquecido (SW/EE) y, tratamiento combinado (PPy/I+SW/EE). Se observa
el inmuno-marcaje de GAP-43 (verde), proteina asociada al recrecimiento axonal y, de BllI-tubulina (rojo), proteina
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asociada a la regeneracion y guia axonal. Los nucleos celulares se observan en azul (Hoechst). Co-localizacién de
GAP43 y BlIl tubulina (puntas de flecha), PPy/l implantado (flechas).
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Figura 18. Expresion de la proteina bésica de la mielina (MBP) después de una lesion traumética de médula
espinal. Doble marcaje inmunohistoquimico en cortes longitudinales de la médula espinal 8 semanas después de
una lesion traumatica de la médula espinal: Sin tratamiento (Control), polipirrol/yodo (PPy/1), rehabilitacién por nado
y medio enriquecido (SW/EE) y, tratamiento combinado (PPy/I+SW/EE). Inmuno-marcaje de MBP (verde), proteina
relacionada con los procesos de mielinizacion y de Blll-tubulina (rojo), proteina asociada a la regeneracién y guia
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axonal. Los nucleos celulares se encuentran marcados en azul (Hoechst). Co-localizacion de MBP vy BllI-tubulina
(puntas de flecha), PPy/I implantado (flechas).
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Figura 19. Cuantificacion del area de fluorescencia resultante del analisis de inmunoflurescencia de liI-
tubulina, GAP-43 y MBP 8 semanas después de la lesion traumatica de la médula espinal: Sin tratamiento
(Control), polipirrol/yodo (PPy/l), rehabilitacién por nado y medio enriquecido (SW/EE) y, tratamiento combinado
(PPy/I+SW/EE). La proteina Blll-tubulina mostré6 un aumento significativo en los grupos PPy/l, SW/EE y
PPy/I+SWIEE (* p=0.0002, p<0.0001 y p=0.0009, respectivamente) al compararlos con el grupo control. Prueba de
Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones mdltiples de Dunn. El imuno-marcaje de las proteinas GAP-
43 y MBP mostr6 un aumento significativo en el grupo tratado con PPy/I (* p=0.0096 y p=0.0032, respectivamente)
al compararlos con el grupo control. ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey.

VIII.6. Astrocitos inmunoreactivos a GFAP.

En el grupo de control, la expresién de GFAP aumentd en respuesta a la LTME debido a la
gliosis reactiva producida principalmente por astrocitos hipertréficos, mientras que en los
grupos tratados con SW/EE, PPy/l y PPy/I+SWI/EE, la expresion de GFAP disminuy6 (Fig.
22A). El porcentaje de astrocitos inmunoreactivos a GFAP en el grupo control fue de 85.6 +
6,4 mm?2. En el grupo que recibié RB por SW/EE, el area astrocitica se redujo a 63.06 + 5.6
mm?y en el grupo tratado con PPy/I se redujo a 50.2 + 3.3 mm?, mientras que en el grupo que
recibié el tratamiento combinado PPy/I+SW/EE, se redujo a 47 + 5.6 mm?. Aunque las
diferencias fueron significativas en todos los casos (p=0.05), esta fue mayor en los animales
tratados con PPy/I (p=0.0001) y con PPy/I+SW/EE (p=0.0001), en los que la formacién de la
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cicatriz glial se caracterizd por la presencia de gliosis moderada en la interfaz entre el
biopolimero PPy/l y el tejido de la médula espinal (Fig. 20A y B).

- -
—
PPyl PPy+SWEE

Figura 20. Expresién de la proteina acida fibrilar glial (GFAP) después de una lesion traumatica de médula
espinal (LTME). A. Astrocitos inmunoreactivos a GFAP después de la rehabilitacion por nado y medio enriquecido
(SWI/EE), del tratamiento con polipirrol yodo (PPy/l) y de la combinacion de ambos (PPy/I+SW/EE). B.
Cuantificacion de los astrocitos inmunoreactivos en la medula espinal de los animales incluidos en los diferentes
grupos experimentales. ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnet (* p<0.05), Media + SEM.
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VIII.7. Expresién génica

Se analiz6 la integridad del RNA de un total de 15 muestras que corresponden a 3 animales
por grupo y 30 dias de evaluaciones funcionales. Los grupos analizados corresponden a un
grupo Sham, Control, PPy/l y PPy/I+SW/EE. En la Figura 21 se presentan los electrogramas
y el gel, obtenido a partir de muestras representativas de cada grupo experimental, que indican

un RIN superior a 7 y fragmentos de RNA conservados.
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Figura 21. Andlisis de la calidad del RNA. Electrogramas del bioanalizador y gel que indican la integridad del
RNA (RIN) representativos de cada uno de los grupos experimentales analizados.

Los perfiles de expresion génica entre los grupos experimentales se analizaron con el
programa TAC, con una significancia de p<0.05 y un fold cange (FC) o raz6n de cambio menor
a 2 o mayor a -2. Es asi como al comparar el grupo sham y el grupo control, se observé que,
de un total de 23188 genes analizados en el microarreglo, 3570 se modificaron debido a la

LTME, de ese grupo de genes 1734, es decir el 48.57% estan sobre expresados y 1836, es
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decir el 51.43% se encuentran regulados a la baja. Asimismo, la comparacion del grupo control
el que recibi6 el PPy/l, mostro que este ultimo modifica 82 genes en total, de los cuales 65 son

sobreexpresados y 17 presentan disminucion en su expresion.

La comparacion en la expresion de genes entre el grupo control y el grupo con el tratamiento
PPy/I+SW/EE, indicé un total de 84 genes modificados por la intervencidon combinada, 41
sobre expresados y 43 presentaron una disminucién en su expresion (Fig. 22A). Estos datos
sefialan que la intervencién con PPy/l regula a la alta una mayor cantidad de genes comparado
con el tratamiento de la combinacion (PPy/l + SW/EE) cuya modificacion en la expresion de
genes representa casi el mismo porcentaje para genes regulados a la alta que aquellos que

regulados a la baja (Fig. 22B).
La comparacién de los perfiles de expresiéon génica también se realizé entre los grupos PPy/I

y PPy/l + SW/EE observandose que entre ambos tratamientos modifican la expresion de 156

genes en total posterior a la LTME, de los cuales, comparten sélo 10.

66



A Sham vs Control Control vs PPyl PPyl vs PPyl + SWIEE

Valor p {log,,)
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Figura 22. Expresién génica diferencial. A. Gréafica de Volcan de los genes expresados diferencialmente FC (-2
a +2), p<0.05, a los 30 dias después de la lesion traumatica de la médula espinal (LTME). Los genes sobre
expresados se encuentran representados en rojo y los en verde. B. Comparacion del niumero de genes expresados
en el grupo control y los grupos con los tratamientos PPy/l y PPy/l + SW/EE. Asi como el nimero de genes
expresados y compartidos entre PPy/l y PPy/l + SW/EE.

Considerado los datos del microarreglo obtenidos y el andlisis con la base de datos PANTHER
se encontré que las GO con mayor participacién de genes tanto con el tratamiento de PPy/I
como con PPy/l + SW/EE fueron la categoria de “procesos biolégicos” donde sobresalieron las
subcategorias “procesos celulares” y “procesos metabdlicos”, “regulacion biologica”,

LT

“localizacion”, “respuesta a estimulos” y “sefializacion” (Fig. 23 y 24).

El tratamiento con PPy/I modific6 34 genes relacionados con procesos de metabolismo celular,

biogénesis celular, comunicacion celular, respuesta celular a estimulos, “transduccion de
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sefales”, principalmente. Aunado al analisis con la plataforma PANTHER, se realiz6 una
busqueda bibliografica enfocada en los trabajos de LTME que resaltan la expresion de los
genes encontrados en cada uno de los procesos biol6gicos mencionados y se encontré que
los genes cuya expresion se modifica con la administracion de PPy/I, en general parecen estar
relacionados con procesos de diferenciacion durante el desarrollo del SNC (Samd14,
Dapll,Adam8),

crecimiento de neuritas y supresion de la muerte neuronal (Adam8), (Fig. 23).
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Figura 23. Andlisis de genes con la administracion de polipirrol/yodo (PPy/l) segun el proceso bioldgico en
el que participan. A. Procesos bioldgicos alterados por PPy/I sintetizado por plasma y aplicado después de una
lesion traumatica de médula espinal (LTME). B. Lista de genes que participan en procesos celulares modificados
por PPy/l.

Mientras que el tratamiento combinado PPy/lI + SW/EE, modificé 41 genes relacionados con
procesos, celulares, biogénesis, procesos de desarrollo celular, muerte celular transduccién
de sefiales procesos basados en microtubulos, entre otros (Fig. 24). Aunado a lo anterior se
encontré que, el tratamiento combinado PPy/I+SWI/EE, favorecid la expresion de genes que
participan en la organizacion celular (Clip3, Parvg, Tubb4, Dnahl2 y Dnahll), guia y
proyeccion axonal (Dpysl15, Dpys13, Calbl y Kenc3), desarrollo del SNC (Junb, VEGFDb, Kitlg,
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Cdknla, Bcl-2 y Clip3), sinaptogénesis (Cdknla, Ttyh3), angiogénesis (VEGFb, Hbal y Hba-
al) y mielinogénesis (Myrf, Dopeyl) (Fig. 24).
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Figura 24. Analisis de genes conla administracién de polipirrol/lyodo (PPy/l) sintetizado por plasma y
aplicado en combinacion con la rehabilitacion mixta por nado y medio enriquecido (SW/EE) segun el
proceso biolégico en el que participan. A. Procesos bioldgicos alterados por el tratamiento con PPy/I + SW/EE
después de una lesion traumatica de médula espinal (LTME). B. Lista de genes que participan en procesos

celulares modificados por PPy/I + SW/EE.

Con base en la informacién anterior, el FC y la p<0.05 del microarreglo, se eligié a la Tubb3,

Tubb4 y a VEGF para la validacion del mismo para un estudio posterior.

IX. DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que la aplicacion combinada del biopolimero
PPyl/l sintetizado por plasma més la RB mixta por SW/EE (PPy/I+SW/EE), mejora la salud
general de los animales, promueve la preservacion del tejido nervioso en el sitio de la lesion,
reduce la formacién de la cicatriz glia, promueve la expresién de moléculas relacionadas con

los procesos de plasticidad nerviosa no solo en los extremos distales y proximales del sitio de
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la lesion, sino a través del area lesionada y, permite una mayor recuperacion de la funcion

motora después de una LTME por contusion.

Aunque se han descrito algunos efectos benéficos de diferentes biomateriales sintetizados por
métodos quimicos o electroquimicos convencionales, incluyendo la reduccion del dafio a la
membrana celular y del estrés oxidante, el aumento de la angiogénesis y de la regeneracion y
remielinizacion axonal (Kataoka, Suzuki y cols., 2004, Hejcl, Ruzicka y cols., 2018), asi como
la reduccién de la astrocitosis y la formacién de la cicatriz glial (Woerly, Doan y cols., 2004),
poco o nada se refieren a la recuperacion de la funcibn motora. En el presente estudio, se
mostré el efecto benéfico del PPy/l sintetizado por plasma, en la recuperaciéon de la funcion
motora como lo habia reportado nuestro grupo de investigacion en trabajos previos, pero con
diferentes condiciones experimentales y modelo de LTME (Cruz, Mondragon-Lozano y cols.,
2012, Alvarez-Mejia, Morales y cols., 2015b, Mondragon-Lozano, Rios y cols., 2017). Mas aln,
en un trabajo previo, se demostré que los animales con LTME por seccién completa de la
médula espinal que recibieron PPy/I sintetizado por plasma, tuvieron una mejor integracion del
implante en el tejido nervioso, menor respuesta inflamatoria y una mejor recuperacion
funcional que los animales a los que se les aplic6 el PPy/I sintetizado por métodos quimicos o
electroquimicos convencionales (Alvarez-Mejia, Salgado-Ceballos y cols., 2015a).

Lo anterior puede deberse al hecho de que el método de sintesis por plasma modifica las
caracteristicas fisicoquimicas del biomaterial incluyendo la humectabilidad, la rugosidad o la
energia libre en la superficie (Kostov, Nishime y cols., 2014). Debido a lo anterior, el
tratamiento con plasma ha sido utilizado para aumentar la adhesion celular y la
biocompatibilidad del material a través de la funcionalizacién de la superficie con grupos
quimicos hidrofilicos y mejorar las propiedades de la superficie (Sagbas, 2016). En este punto,
el tratamiento de la superficie con plasma de argdn seguido de plasma de oxigeno, conduce a
la incorporacién de grupos polares como los grupos hidroxilo que promueven la adhesion
celular (Jorda-Vilaplana, Fombuena y cols., 2014), o la modificacién por plasma atmosférico
del aire, gue aumenta la energia libre de la superficie y mejora la humectabilidad y rugosidad
de los materiales (Jorda-Vilaplana, Fombuena y cols., 2014). Como algunos polimeros
tratados con plasma disminuyen significativamente el angulo de contacto con el agua (de 70
+ 2° a 24 + 29, aumentan drasticamente la rugosidad a nanoescala, lo que mejora la

biocompatibilidad (Wang, Favi y cols., 2016, Griffin, Ibrahim y cols., 2017). Otros tratamientos
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con plasma promueven la adhesion y la proliferacion celular al aumentar la energia superficial,
la hidrofilia y su funcionalidad quimica cuando se introducen residuos de oxigeno y nitrégeno
en la superficie de los polimeros (Chen, Siow y cols., 2017), lo que podria explicar, al menos
en parte, la activacion de los procesos de regeneracién (aumento en el expresién de GAP-43)
y de plasticidad (aumento en la expresién de Blll-tubulina), observados en los animales que
recibieron el implante de PPy/l después de LTME. Ademas, se ha mostrado que el material
funcionalizado con grupos COOH y el andamio funcionalizado con NH,, promueven la
diferenciacion celular (Griffin, lbrahim y cols., 2017). Debido a que el PPy/I sintetizado por
plasma contiene gran cantidad de grupos NH; es posible que dicho polimero favorezca la
diferenciacion de las células madre neurales intrinsecas localizadas tanto en la capa
ependimaria de la médula espinal (Rusanescu, 2016) como en las meninges (Meletis,
Barnabe-Heider y cols., 2008, Decimo, Bifari y cols., 2011), las cuales podrian haber favorecido
la recuperacion funcional observada al final del seguimiento. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que diferentes tratamientos con plasma podrian producir diversos efectos, ya que
también se ha demostrado que el material modificado con argén tiene mayor capacidad de
adsorcion de proteinas y es mas efectivo para favorecer la adhesion de fibroblastos dérmicos
humanos, asi como para permitir una mayor integracion tisular y angiogénesis después de
implantarlos subcutdneamente, en comparacién con los andamios tratados con oxigeno y

plasma de nitrogeno (Griffin, Palgrave y cols., 2018).

En el presente estudio y, con el objetivo de aumentar los efectos benéficos del PPy/l
sintetizado por plasma, se utiliz6 en combinacién con la RB fisica, la Unica estrategia
terapéutica aceptada mundialmente para el tratamiento de pacientes con una LTME (Sandrow-
Feinberg y Houlé 2015, Hachem, Ahuja y cols., 2017a). No obstante lo anterior, se ha
demostrado que si se aplica la RB fisica en la fase aguda de la LTME, los mecanismos
secundarios de dafio como la inflamacion y el estrés oxidante pueden incrementarse y con ello
el dafio a la médula espinal, ya que algunos tipos de RB fisica pueden alterar la presion arterial,
aumentar la extravasacion de macromoléculas en el parénquima de la médula espinal y
exacerbar los procesos inflamatorios (Smith, Brown y cols., 2009, Fu, Wang y cols., 2016).
Debido a que casi ningun tipo de RB fisica puede iniciarse en las primeras etapas después de
la LTME por la condicion general del paciente y de la propia médula espinal, en el presente

estudio esta estrategia terapéutica se implementdé dos semanas después de la LTME para
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evitar la progresion del dafio, proteger a las neuronas supervivientes, generar
simultaneamente un entorno favorable para el crecimiento axonal y/o aumentar la conduccion

nerviosa en las fibras supervivientes.

Aunque se ha descrito que la RB por SW produce mejoras importantes en el movimiento y en
el patrén de marcha de las extremidades posteriores (Smith, Shum-Siu y cols., 2006a), cuando
se evalla a los animales en un campo abierto, no se observa una recuperacién funcional
significativa probablemente porque este tipo de RB no siempre mejora la fuerza generada
(Magnuson, Smith y cols., 2009), ya que la retroalimentacién cutanea y la carga de las
extremidades se reducen significativamente en comparacion con lo que ocurre durante la
marcha con soporte de peso (Muir y Steeves, 1995). Debido a lo anterior, agregamos al
algoritmo terapéutico de RB por SW, la RB por EE, lo que puede haber influido en las
diferencias observadas, ya que la RB proporcionada por EE, requiere de varios elementos que
permiten la actividad fisica voluntaria y libre individualmente o en grupos; esta Ultima condicion
incluye la interaccién social, la cual es otra forma de RB por estimulacion (Fischer y Peduzzi,
2007). Se ha demostrado que la RB por EE promueve la expresion de genes y moléculas
involucradas en los procesos de neurogénesis, regeneracion y plasticidad como son el factor
de crecimiento nervioso o NGF (Keyvani, Sachser y cols., 2004, Birch, McGarry et al. 2013),
el factor neurotrofico derivado del cerebro o BDNF (Berrocal, Pearse y cols., 2007) y el factor
neurotrofico derivado de células gliales 0 GDNF (Nithianantharajah y Hannan, 2006), asi como
el factor de crecimiento similar a la insulina | o IGF-1 (Koopmans, Brans y cols., 2006, Fischer
y Peduzzi, 2007) y el factor de crecimiento endotelial vascular o VEGF (Cao, Jiao y cols.,
2004). La RB por EE también puede aumentar las espinas dendriticas de las neuronas
(Mohammed, Zhu y cols., 2002), modificar el potencial de membrana (Hosseiny, Pietri y cols.,
2015) y promover la sinaptogénesis y la angiogénesis (Gogolla, Galimberti y cols., 2009,
Williamson, Chao y cols., 2012, Birch, McGarry y cols., 2013).

Con el esquema de RB mixto (SW/EE) que se utilizd, los animales recuperaron el control del
esfinter urinario y anal en etapas tempranas, lo que les permitié vaciar sus vejigas e intestinos
voluntariamente a partir de la primera semana de tratamiento, lo cual no ocurrid en los
animales del grupo de control. Cabe destacar que, casi ningin animal de los grupos que
recibieron la RB por SW/EE, present6 espasticidad en las extremidades posteriores y, aquellos

gue si la llegaron a presentar, esta disminuyé al iniciar la RB. Lo anterior permitié a los
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animales permanecer mas activos durante la evaluacibn en campo abierto y generar
movimientos mas amplios, coordinados y consistentes en las extremidades posteriores, en
comparacion con los de los animales de los grupos que no recibieron la RB. Al combinar la RB
por SW y EE, la actividad motora y la actividad sensorial se estimularon simultaneamente en
los animales. Esto puede producir cambios bioquimicos en arborizaciones dendriticas, espinas
dendriticas y sinaptogénesis (Mohammed, Zhu y cols., 2002, Hosseiny, Pietri y cols., 2015).
Especificamente, en la LTME, ha demostrado que la RB por EE permite la preservacion del
tejido nervioso, revierte la percepcion anormal del dolor y mejora la recuperacion de la funcién

motora (Berrocal, Pearse y cols., 2007).

La estrategia de RB utilizada en el presente estudio, aunada a la aplicacion del PPy/l, aument6
los efectos benéficos de la RB, los cuales se alcanzaron en un tiempo mas corto. Los animales
que recibieron solo la RB por SW/EE, pudieron sostener su peso corporal con frecuencia y dar
algunos pasos, pero no pudieron coordinar el movimiento de sus extremidades anteriores y
posteriores al final del estudio, mientras que los animales del grupo que recibi6 el tratamiento
combinado con PPy/I+SW/EE, pudieron mantener su peso corporal sobre sus extremidades
posteriores de forma consistente, dar pasos plantares y coordinar el movimiento de sus
extremidades anteriores y posteriores consistentemente (BBB = 14.13 + 1.83). Mas aun, el
nivel maximo de recuperacion funcional alcanzado por los animales tratados con RB por
SWI/EE a las 8 semanas (11.8 + 0.26), se alcanz6 antes de la semana 6 en los animales
tratados con PPy/I+SW/EE. Miranda y colaboradores (2012), usaron un modelo de LTME
similar al descrito en este trabajo y, RB mediante laberinto, rampa y caminadora, informaron
que los mejores resultados se obtuvieron en el grupo que se sometié a RB por rampa, ya que
estos animales obtuvieron una puntuacion de 11.4 en la escala BBB, lo que significa que los
animales pudieron sostener su peso corporal y producir pasos frecuentes, aunque no pudieron
coordinar el movimiento de sus extremidades anteriores con el de sus extremidades
posteriores (Miranda, Vicente y cols., 2012). Asi mismo, Smith y colaboradores (2006a)
informaron hallazgos similares cuando utilizaron el mismo modelo de LTME, pero con RB por
SW y retroalimentacion cutdnea durante 64 dias a partir del dia 14 después de la LTME, con
lo que los investigadores observaron una recuperacion maxima de 10.9 + 1.3 en la escala BBB
(Smith, Shum-Siu y cols., 2006a). Cuando se aplicé un esquema de RB similar, pero iniciaron
la RB por SW al tercer dia después de la LTME, los animales solo alcanzaron una puntuacion

de 9.2 + 1.2 en la escala BBB (Smith, Brown y cols., 2009), lo que concuerda con la teoria
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acerca de que puede ser contra producente iniciar la RB con actividades que requieren
esfuerzo en la etapa temprana después de la LTME. Cabe sefalar que Berrocal y
colaboradores (2007) informaron que los animales con LTME que recibieron RB por EE
lograron 13 a 14 puntos en la escala BBB después de 84 dias de evaluacion (Berrocal, Pearse
y cols., 2007). Debido a que el estudio de seguimiento solo se realizé durante 60 dias,
consideramos importante extender el periodo de seguimiento en futuros estudios para permitir
que la recuperacion funcional alcance su maximo nivel para conocer el alcance real de nuestra

propuesta terapéutica.

Otro punto a considerar es que, aunque la escala BBB fue desarrollada y validada por Basso
y colaboradores en 1995 con ratas hembra de las cepas Sprague-Dawley y Long-Evans, con
LTME producida con el impactador NYU vy, que se ha utilizado ampliamente para realizar la
evaluacion funcional en animales con esta patologia (Basso, Beattie y cols., 1995), estudios
posteriores han demostrado que la escala BBB tiene reproducibilidad alta y sensibilidad
satisfactoria para identificar lesiones de intensidad leve; reproducibilidad satisfactoria pero
sensibilidad insatisfactoria para identificar lesiones de intensidad moderada y, reproducibilidad
reducida y sensibilidad insatisfactoria para identificar lesiones de intensidad severa (Barros
Filho y Molina 2008). Por lo tanto, es importante incluir pruebas de cinematica o0 mecénica de

la marcha en futuras evaluaciones funcionales a fin de generar datos mas consistentes.

Se ha sugerido que la LTME por contusién de intensidad moderada, disminuye la capacidad
del animal para soportar su peso corporal pero no disminuye su capacidad para generar
patrones motores. Sin embargo, en LTME severa, incluso cuando se proporciona algun tipo
de soporte de peso corporal, dicha capacidad se pierde (Kuerzi, Brown y cols., 2010). Debido
a lo anterior, la recuperacion funcional observada en los animales del presente estudio puede
estar relacionada con la actividad de los centros generadores de patrones (GPC) en la médula
espinal, los cuales constituyen circuitos interneuronales capaces de generar actividad ritmica
basica al alternar entre multiples grupos musculares con un patrén temporal apropiado de
activacion (Rossignol y Frigon 2011). Los GPC estan interconectados y, en el caso especifico
de los cuadrapedos, las cuatro extremidades estan controladas por diferentes GPC (McCrea
y Rybak 2008).
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Otro factor que puede haber contribuido a la recuperacién funcional de los animales es la
cantidad de tejido preservado, la cual se evalué al final del seguimiento mediante el analisis
morfométrico de la médula espinal. Los animales de los grupos que recibieron el biopolimero
PPy/l tenian una mayor cantidad de tejido conservado. Esto puede deberse al efecto
neuroprotector del PPy/l, el cual se demostro previamente en un estudio realizado por nuestro
propio grupo de investigacion (Olayo, Rios y cols., 2008). En el estudio, la aplicacion de PPy/I,
ademas de tener el efecto descrito anteriormente, disminuyd la presencia de células
inflamatorias en la médula espinal después de LTME (Alvarez-Mejia, Salgado-Ceballos y cols.,
2015a) y aumentd la presencia de neuronas y oligodendrocitos en el tejido preservado

alrededor del epicentro de la lesion.

Adicionalmente, se report6 la presencia de vasos sanguineos en el sitio de lesién, en los
grupos PPy/l y SW/EE que sugiere que podria estar en curso un proceso de reparaciéon en el
tejido lesionado. Esta generacion enddégena de nuevos vasos celulares puede ocurrir en un
esfuerzo de auto-reparacion , sin embargo, muchos de estos nuevos vasos sanguineos no
logran organizarse en una vasculatura funcional (Bearden y Segal 2004). Casella y cols.,
(2001), estudiaron la formacion de vasos sanguineos 2, 4, 7 y 14 dias después de una LTME
por contusion moderada y encontraron que al dia 4, la formacién de nuevos vasos sanguineos
era evidente en el sitio de lesion. Para el dia 7, esos nuevos vasos formaron cordones
continuos orientados longitudinalmente a través del sitio de lesion pero a los 14 dias, el nimero
de vasos presentes en el sitio de lesion, disminuyo drasticamente (Casella, Marcillo y cols.,
2002) . Cao y cols., (2017). Y con radiacion de sincrotrén yCT (SRuCT) para caracterizar los
cambios espaciales temporales en 3D en la microvasculatura posterior a la LTME, analizaron
la vasculatura en condiciones normales de la médula espinal y posterior a una LTME y
observaron una disminucién significativa en la fraccion de volumen vascular, en la densidad
de bifurcacién, en la densidad del segmento vascular y en la densidad de conectividad vascular
un dia después de la lesion, seguida de un aumento gradual a los 3, 7 y 14 dias. También
reportaron un aumento en la tortuosidad vascular que se estabilizé a los 7 dias posteriores a
la LTME y disminuyé ligeramente durante el proceso de recuperacién vascular sefalado a los
28 dias (Cao, Zhou y cols., 2017).

En el presente estudio, la presencia de nuevos vasos sanguineos en el sitio de lesién fue

observada a los 30 dias después de la LTME pero sélo en los grupos que recibieron alguno
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de los tratamientos, lo que sugiere que el PPy/l y la RB mixta por SW/EE, podrian favorecer la
preservacion de los nuevos vasos formados a partir de la lesién y con esto impactar sobre el
grado de recuperacion alcanzado. Al respecto, se han reportado diferentes estrategias que
promueven la angiogénesis de forma aguda después de la LTME y han mostrado una
reduccién de la degeneracion secundaria y una mejor recuperacion funcional. Algunas de las
estrategias empleadas incluyen factores de crecimiento como el VEGF y el PDGF, trasplantes
de células con efectos angiogénicos y la aplicacién de algunos biomateriales con propiedades
pro-angiogénicas o capacidad para transportar células o moléculas que favorezcan este

mecanismo (Haggerty, Maldonado-Lasuncién y cols., 2018, Rocha, Sousa y cols., 2018).

Hasta el momento, no se ha descrito nada acerca del posible efecto angiogénico del PPy/l,
aunque los datos obtenidos del andlisis de la expresién génica indican que favorece la
expresion de moléculas relacionadas con el proceso de angiogénesis y junto con la SW/EE,
favorece la expresion de VEGF, pero son necesarios mas estudios al respecto, que corroboren

los hallazgos encontrados en el andlisis histolégico.

La expresién de moléculas relacionadas con los procesos de plasticidad y regeneracion
nerviosa también pudo participar en el proceso de recuperacion funcional observado en el
presente estudio. Se ha dicho que la capacidad de regeneracién de la medula espinal es
limitada y poco probable, sin embargo, en los ultimos afios se ha tenido un progreso
significativo en el entendimiento de los procesos regenerativos necesarios para restaurar el
dafo posterior a una lesién en el SNC. Lee-Liu y cols. (2014) analizaron los procesos
bioldgicos activados en respuesta a la lesion de la médula espinal al comparar las etapas
regenerativas y no regenerativas, mostron diferencias génicas clave entre ambas etapas y las
agruparon en dos grupos. El primero involucra procesos relacionados con el soporte y
diferenciacion de células madre o progenitoras, como procesos de ciclo celular, de desarrollo
y metabdlicos. El segundo considera los procesos involucrados en proporcionar un entorno
permisivo 0 no permisivo para la regeneracién, como la respuesta inmune y la inflamatoria,

procesos de oxidacion y reduccion y la respuesta al estrés (Lee-Liu, Moreno y cols., 2014).
En este sentido, el tratamiento con PPy/l y PPy/l + SW/EE después de la LTME, modificaron
un total de 34 y 41 genes respectivamente, relacionados con procesos celulares, metabdlicos,

de regulacion bioldgica, de respuesta a estimulos y de sefializacién. Mas aun, PPy/I favorecié
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la expresion de genes implicados en procesos de diferenciacion durante el desarrollo del SNC
(Samd14, Dapll,Adam8), la neurogénesis (Ache), la transmision sinptica (Rerg, Slc18a3,
SI32al), el crecimiento de neuritas y la supresion de la muerte neuronal (Adam8). Mientras
gue el tratamiento combinado PPy/l +SW/EE modificé genes implicados en la organizacion
celular (Clip3, Parvg, Tubb4, Dnahl12, Dnahll), la guia y la proyeccién axonal (Dpysl5,
Dpys13, Calbl, Kcnc3), el desarrollo del SNC (Junb, VEGFDb, Kitlg, Cdknla, Bcl-2, Clip3), la
sinaptogénesis (Cdknla, Ttyh3), la angiogénesis (VEGFb, Hbal. Hba-al) y la mielinogénesis
(Myrf, Dopeyl). Por lo que es probable que la modificacion de estos procesos contribuya al
grado de recuperacion funcional alcanzado en los animales de este estudio y a la diferencia

significativa que se presenta entre los tratamientos con PPy/l y con PPy/l + SW/EE.

Se ha descrito que algunas de las moléculas y procesos importantes para que se lleve a cabo
la regeneracion y/o la plasticidad en la médula espinal estan relacionados con la etapa del
desarrollo, por lo que resulta esencial promover estos procesos. En este rubro, la proteina BlII-
tubulina es un elemento de los microtubulos del citoesqueleto y un miembro de la familia de
las tubulinas que se encuentra casi exclusivamente en las neuronas y juega un papel
importante durante el desarrollo del SNC (Sullivan y Cleveland, 1986). Su expresion puede
aumentar después de una lesion en la edad adulta (Storer y Houle, 2003, Tischfield, Baris y
cols., 2010) y puede ser modificada por la RB. Cabe destacar que en el presente estudio se
identificé a la proteina Blll-tubulina en las fibras que atravesaron el epicentro de la lesion en
los animales de los grupos que recibieron RB por SW/EE y PPy/l + SW/EE; efecto que no se
observé en los animales del grupo control, en los que se encontré baja expresion de esta
proteina en la periferia del epicentro de la lesion. Esto puede indicar que la Blll-tubulina tiene
un efecto neuroprotector ya que las B-tubulinas contienen una cisteina en la posicién 239,
mientras que la Blll-tubulina tiene una cisteina en la posicion 124. La posicion 239 se puede
oxidar facilmente, mientras que la posicion 124 es relativamente resistente a la oxidacion
(Luduefia, 1993, Luduefia y Banerjee, 2008), por lo que un aumento en la expresion de BlllI-
tubulina durante el proceso de estrés oxidante observado después de LTME, puede

proporcionar un efecto neuroprotector.
La aplicacién tanto del biopolimero PPy/l como de la RB por SW/EE también aumenté la
expresion de GAP-43, una molécula involucrada en los procesos de regeneracion y elongacion

axonal (Kusik, Hammond y cols., 2010). Esto es relevante ya que se ha demostrado que un
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aumento en la expresion de GAP-43 promueve la plasticidad nerviosa y cambios en las redes
espinales que controlan los patrones locomotores que a su vez promueven la recuperacion
funcional (Girgis, Merrett y cols., 2007). Por el contrario, la expresion de la MBP, molécula que
participa en el proceso de mielinizacion y esta directamente relacionada con la funcionalidad
axonal, mostré baja expresion en el epicentro de la lesién y no se co-localizé con la BllI-
tubulina, probablemente debido a que los procesos de regeneracion axonal todavia estaban
activos, ya que la mielinizacién solo tiene lugar cuando estos procesos ya han terminado. Sin
embargo, la remielinizacién de los axones periféricos al sitio de la lesién fue promovida por la
aplicacion del biopolimero PP/l y/o la RB por SW/EE, lo cual es importante debido a que la
MBP es capaz de atenuar la activacion de la microglia (Cui, Liu y cols., 2016) y su expresion
ocurre no solo cuando se aplican estrategias de RB que involucran la realizacién de
actividades fisicas, sino también cuando se aplican tareas de aprendizaje (Sampaio-Baptista,
Vallés y cols., 2019), y en el caso de la LTME, ambas deben ser considerada cuando se

necesita volver a aprender a caminar.

A pesar de esto, también se ha descrito que, en organismos desarrollados, los procesos de
plasticidad se pueden bloquear debido a la reaccién de las células gliales después de la LTME
ya que tanto los astrocitos como la microglia forman una cicatriz capaz de limitar el crecimiento
axonal al formar una barrera fisica que previene el crecimiento neuronal y axonal (Lin, Xu y
cols., 2014), lo cual y esta relacionado con un aumento en la expresion de moléculas como
GFAP. Al respecto, cabe sefialar que, en el presente estudio, aunque la RB por SW/EE fue
capaz de disminuir la expresion de GFAP, esta expresion se redujo alin mas en el grupo que
recibié el tratamiento combinado PPy/l + SW/EE, en el que se observé una delgada cicatriz
glial y se detectdé una menor expresion de GFAP en comparacion con la observada en los
animales del grupo control. De esta forma, el PPy/l y la RB por SW/EE son capaces de modular
la reactividad de los fenotipos de astrocitos y microglia en la cicatriz glial, y promover asi la

neurorregeneracion.

Es importante sefialar que, aunque varios biopolimeros como la policaprolactona (Chen,
Knight y cols., 2011), el colageno (Suzuki, Kanchiku y cols., 2015), la fibronectina (Khatun,
King y cols., 2007), el acido hialurénico (Wen, Yuy cols., 2016), la agarosa (Han, Lee y cols.,
2018), el polietilenglicol (Ren, Liu y cols., 2019), diferentes hidrogeles y el NeuroGel (Woerly,
Doan y cols., 2004, Hej¢l, Ruzic¢ka y cols., 2018), han probado su capacidad para disminuir el
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namero de astrocitos reactivos, preservar el tejido nervioso y promover el recrecimiento, la
remielinizacion axonal y la recuperacion funcional, la mayoria de estos biopolimeros no
producen todos esos efectos beneficiosos juntos. Mas aun, algunos de estos efectos benéficos
pueden deberse al hecho de que algunos de esos biopolimeros se aplicaron en combinacion
con células, farmacos o moléculas tréficas; asi, dado que, en general, los biomateriales se
utilizan practicamente como andamio, soporte o guia, estos efectos pueden haberse debido a
las células, farmacos o moléculas tréficas mas que al propio polimero (Fiihrmann, Tam y cols.,

2016, Wang, Wang y cols., 2017, Anopas, Junquan y cols., 2018, Zhou, Fan y cols., 2018).

En el presente estudio, el biopolimero PPy/l ejercié sus efectos neuroprotectores y
neuroregeneradores por si solo y sin ser combinado con células, moléculas o farmacos. Esto
puede deberse al método de sintesis utilizado, ya que la sintesis por plasma, que aqui se
empled, es capaz de modificar las caracteristicas fisico-quimicas de los biopolimeros y, por
tanto, la forma en que interacttan con el tejido nervioso. Ademas, algunos de los biomateriales
sintetizados por métodos quimicos y electroquimicos convencionales que han sido probados
en modelos experimentales de LTME no tuvieron ningun efecto benéfico, produjeron
citotoxicidad o tuvieron un impacto limitado o nulo en la recuperacion funcional (Thonhoff, Lou
y cols., 2008, Yu, Neeley y cols., 2009, Krishna, Konakondla y cols., 2013, Alvarez-Mejia,
Morales y cols., 2015, Mendonc¢a, Soares y cols., 2016). En este contexto, en un estudio
realizado en ratas Sprague-Dawley con LTME, tratadas con RB en caminadora y andamios
cargados con NT-3, aunque los autores informaron una robusta regeneracion axonal, la
funcion motora no difirid significativamente de la observada en los animales que no recibieron
la RB (Anopas, Junquan y cols., 2018). Debido a lo anterior, es importante probar el efecto del
PPy/l sintetizado por plasma en combinacion con células, moléculas o farmacos para

identificar si sus efectos benéficos pueden incrementarse ain mas en estas condiciones.

Otra cuestion que debe tenerse en cuenta, es que aunque la expresion de factores tréficos
aumenta intrinseca o extrinsecamente después de la LTME, los receptores de estos
neurotransmisores, asi como sus transportadores y canales iénicos asociados, estan
regulados negativamente (Lu, Blesch y cols., 2001, Hollis, Jamshidi y cols., 2009),
probablemente debido a una disminucidn en el patrén de disparo de las neuronas resultante
tanto de la pérdida de las conexiones supraespinales como de la inmovilizacién que se produce

después de la LTME. Esto genera cambios en las propiedades electrofisiolégicas y en la
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conectividad del sistema, lo que puede producir la hiperreflexia y disreflexia autondémica,
observadas frecuentemente en esta patologia (Weaver y Neurotrauma 2001), las cuales no se

documentaron en los animales tratados con RB, PPy/l o ambos en el presente estudio.

Actualmente, la recuperacion neuroldgica de los pacientes con LTME es todavia limitada
(Hachem, Ahuja y cols., 2017), y aunque varios estudios han reportado cierto grado de
recuperacion funcional incluso sin tratamiento en algunos modelos animales con lesiones
leves o moderadas, con hemisecciones o con lesiones parciales o incompletas (Bareyre,
Kerschensteiner y cols., 2004, Hilton, Anenberg y cols., 2016, Kakuta, Adachi y cols., 2019)
esto se observa con menos frecuencia en los seres humanos. Se ha descrito que la
recuperacion espontanea es inducida por cambios adaptativos o plasticos que causan
alteraciones en las propiedades neuronales (Filli y Schwab 2015, Hilton, Anenberg y cols.,
2016), estos cambios promueven la presencia de brotes colaterales en direccién rostral y
caudal al sitio de la lesion, producen alteraciones en los mapas corticales (Kim, Liy cols., 2003)
y generan cambios en las redes espinales asociadas con los GPC (Rossignol y Frigon 2011).
Sin embargo, lo anterior no conduce a una recuperacion funcional sustancial por si sola y
requiere no una, sSino varias intervenciones terapéuticas adicionales para lograr dicha
recuperacion. Por tanto, la presente propuesta incluy6 dos estrategias de RB (SWy EE) y la
aplicacion de un biopolimero PPy/l, combinacion que favorece la preservacion del tejido
nervioso, promueve la expresion de Blll-tubulina y GAP-43 (moléculas relacionadas con la
plasticidad y la regeneracion), reduce la formacion de la cicatriz glial, permite que las fibras
nerviosas atraviesen el sitio lesion y favorece la recuperacién de la funcion motora después
de una LTME, lo que podria representar en el futuro una opcién terapéutica para los pacientes
con LTME.

X. CONCLUSION

La administracion del biopolimero PPy/l, el esqguema mixto de RB (SW/EE) y el tratamiento
combinado de PPy/I+SWI/EE, favorecen los procesos de regeneracion y plasticidad nerviosa
evaluados a través de la expresion de GAP-43 y Blll-tubulina. M&s aun, los tratamientos con
SW/EE y PPy/I+SW/EE, presentaron fibras positivas a Blll-tubulina que colocalizaron con
GAP-43 y atravesaron el sitio de lesién. Sin embargo, la expresién de MBP solo fue

significativa en grupo tratado con PPy/I, aunque no colocaliz6 con Blll-tubulina. En contraste,
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los tratamientos con PPy/l y PPy/I+SW/EE, disminuyeron la expresiéon de GFAP en forma
significativa, lo que sugiere que son capaces de modular la reactividad de los fenotipos de

astrocitos asociados a la formacion de la cicatriz glial.

El tratamiento con PPy/l y PPy/I+SW/EE después de una LTME, modifico un total de 34 y 41
genes respectivamente, relacionados con procesos celulares, metabdlicos, de regulacion
bioldgica, de respuesta a estimulos y de sefializacion. Especificamente la aplicacién de PPy/I
favorecio la expresion de genes implicados en procesos de diferenciacién durante el desarrollo
del SNC, neurogénesis, transmision sinaptica, crecimiento de neuritas y supresion de la
muerte neuronal; mientras que el tratamiento combinado PPy/I+SW/EE, modificé genes
implicados en la organizacion celular, guia y proyecciéon axonal, desarrollo del SNC,

sinaptogénesis, angiogénesis y mielinogénesis.

Aunado a lo anterior, la administracién combinada de PPy/l y RB (SW/EE), favoreci6 la
presencia de neuronas y oligodendrocitos en el tejido alrededor del sitio de lesion, asi como la
presencia de vasos sanguineos en el sitio de lesién tanto en la aplicacién por separado de
PPy/l y SW/EE como en su aplicacion en combinacion PPy/I+SW/EE.

Con el esquema de RB mixto (SW/EE) se observo una mejoria en la salud general de los
animales, los cuales recuperaron el control del esfinter urinario y anal en etapas tempranas.
Ademds, casi ningan animal de los grupos que recibieron la RB por SW/EE, presenté
espasticidad en las extremidades posteriores y, en aquellos que si la llegaron a presentar, esta
disminuyo al iniciar la RB sin producirse hiperflexia ni disreflexia en los animales tratados con
RB y PPy/l, condiciones patolégicas que pueden presentarse tanto por la pérdida de las

conexiones supraespinales como de la inmovilizacion que se produce después de la LTME.

Mas aln, con el esquema mixto de RB (SW/EE), los animales permanecieron mas activos
durante la evaluacién en campo abierto y generaron movimientos mas amplios, coordinados y
consistentes en las extremidades posteriores, en comparacion con los de los animales de los

grupos gue no recibieron la RB.

La aplicacion combinada de PPy/I+SW/EE incrementé los efectos benéficos que se obtienen

con las terapias por separado, ya que los animales del grupo que recibié el tratamiento
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combinado, fueron capaces de sostener su peso corporal sobre sus extremidades posteriores

de forma consistente, dar pasos con apoyo plantar y coordinar el movimiento de sus

extremidades anteriores y posteriores de forma consistente.

Es importante resaltar que la administracion del PPy/l sintetizado por plasma, por si solo

ejercio los efectos neuroprotectores y neuroregeneradores descritos en el presente estudio,

aun sin haberse administrado en combinado con células, moléculas o farmacos como ocurre

con otros polimeros utilizados por diferentes grupos de investigacion.

XI. PERSPECTIVAS E IMPLICACIONES

1. El analisis de la expresion de genes relacionados con los procesos de regeneracion

y plasticidad nerviosa requiere de:

Una evaluacion detallada de los genes encontrados con cada uno de los
tratamientos que permita identificar las vias de sefializacion que estan
modificando y favoreciendo especificamente los procesos de regeneracion y
plasticidad o, incluso otros procesos que pudieran promover el efecto funcional
observado.

La validacion del microarreglo por medio de PCR.

Un estudio génico a diferentes cortes de tiempo con la administracién de PPy/I
y RB por separado, que permita establecer la etapa del proceso de restauracion
en el gue cada tratamiento esta contribuyendo y el mecanismo de accion por el
cual ejercen su efecto.

Analizar y validar el posible efecto angiogénico del PPy/l y del esquema mixto
de RB (SW/EE) que podria explicar el proceso de reparacion del tejido y la

recuperacion funcional observada.

2. La expresion de proteinas relacionadas con los genes involucrados en los procesos

de regeneracion y plasticidad nerviosa requiere de validacion cuantitativa y cualitativa

en el tejido medular, a fin de identificar dénde y cémo se estan dando los cambios que

favorecen a la recuperacién funcional observada.
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3. Ademés de la cantidad de tejido nervioso preservado después de una LTME, se
debera evaluar lo siguiente:
¢ Identificar los tipos celulares que se encuentran en el tejido presente en el sitio
de lesién en los animales que recibieron cualquiera de los 3 tratamientos, para
determinar qué tipo celular ejerce mayor efecto sobre la restauracién del tejido
y, a su vez, si dependiendo del tratamiento administrado un tipo celular se ve
mayormente favorecido.
e Evaluar si las neuronas observadas en la periferia del sitio de lesién son de
nueva formaciéon o si son aquellas que lograron sobrevivir debido a los

tratamientos administrados.
4. Aun y cuando se obtuvieron resultados alentadores sobre la recuperacion motora

con las pruebas utilizadas (escalas de Lousville y BBB), es importante incluir pruebas

de cinematica o mecanica de la marcha en futuras evaluaciones funcionales.
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ANEXOS
Anexo 1. Reglamento de la ley general de salud en materia de investigaciéon para la

salud.

La Ley General de Salud ha establecido los lineamientos y principios generales a los
cuales debera someterse la investigacion cientifica y tecnol6gica destinada a la salud,

y depende de la Secretaria de Salud orientar su desarrollo.

TITULO SEPTIMO

De la Investigacion que incluya a la utilizacion de animales de experimentacion.

CAPITULO UNICO

ARTICULO 121.- En las investigaciones experimentales con animales, referidas a la salud
humana, se deberan llenar los requisitos que establezcan las normas de las propias
instituciones de salud, autorizadas por la Secretaria y satisfacer lo sefialado en este Capitulo.
ARTICULO 122.- Las investigaciones se disefiaran a modo de evitar al maximo el sufrimiento
de los animales.

ARTICULO 123.- Cuando sea necesario sacrificar a un animal de experimentacion, se
empleara un procedimiento que asegure en lo posible su muerte sin sufrimiento.

ARTICULO 124.- Los bioterios deberan estar de acuerdo con la especie, conformacion
corporal, habitos, preferencias posturales y caracteristicas locomotoras de los animales, para
proporcionarles comodidad, excepto cuando las variables experimentales justifiquen otras
situaciones.

ARTICULO 125.- Los bioterios de produccion o mantenimiento crénico seran supervisados por
profesionales calificado y competente en la materia y deberan permitir el crecimiento,
maduracion, reproduccion y comportamiento normal de los animales, de conformidad con las
normas que la propia institucion emita.

ARTICULO 126.- El titular de la institucion de salud en donde se realice investigacion a la que
se refiere este Capitulo, debera establecer y vigilar el cumplimiento de las medidas de
seguridad para el cuidado y manejo de los animales, asi como las medidas de profilaxis y

vacunacion necesarias para la proteccion del personal ocupacionalmente expuesto.
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Anexo 2. NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especificaciones técnicas para

la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1. La presente Norma es de observancia obligatoria en todo el territorio nacional y tiene por
objeto establecer y uniformar las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio que deben cumplir las personas fisicas o morales relacionadas

en todos los campos con este tipo de animales.

4.5.3. Salud animal.

b) Las cajas y jaulas se mantendran limpias, secas y en condiciones ambientales aceptables.
c) Todos los dias se observaran los animales para detectar cambios de comportamiento,
enfermedades, heridas o muerte.

d) El agua suministrada a los animales debe ser potable y a libre acceso.

4.6. Identificacién y registro.
IDENTIFICACION

ANIMAL TIPO DE IDENTIFICACION ZONA DE APLICACION
Rata y raton Colorantes Pelaje y cola
Perforaciones y muescas Oreja(s)
Tatuaje Parte superior interna de la orsia
Cola
4.7. Alimento.

El alimento para todas las especies debe cumplir con las siguientes caracteristicas:

a) Debe estar libre de aditivos, drogas, hormonas, antibioticos, pesticidas y contaminantes.
b) Debe estar dentro de su periodo de caducidad.

¢) Almacenado en bodegas o cuartos desinfectados, secos y ventilados, sobre tarimas o en

contenedores.

5.1.1. Confinamiento o encierro primario.
a) Satisfacer las necesidades fisioldgicas (alimentacion, defecacion, miccion u otros) y
conductuales de los animales, y que permita los movimientos normales y ajustes posturales

caracteristicos de la especie.
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b) Cuando esté indicado, debera favorecer la reproduccion y la crianza.

c) Permitir las interacciones sociales entre los individuos de la especie, el establecimiento de
jerarquias y las conductas de escape.

d) Brindar una ventilacion e iluminacion adecuadas.

e) Favorecer que los animales se mantengan limpios y secos.

f) Ser seguras, que impidan el escape de los animales o el entrampamiento de sus

extremidades.

5.1.3.1. Alimentacién y provision de agua.

a) El alimento debe proporcionarse a libre acceso o en forma restringida segun las
necesidades de la cepa y de los procedimientos experimentales.

b) El agua debe ser potable y suministrarse a libre acceso durante toda la vida del animal.

5.1.4. Camay nido.

Los roedores alojados en cajas con piso solido deben tener el material de cama suficiente que
garantice la absorcién de su orina, excremento y desperdicio de agua, favorecer su aislamiento

térmico y construccion de nido.

6.1.4.1. Temperatura.

Las instalaciones de animales de laboratorio ya sean para reproduccién o experimentacion,

deben mantener una temperatura estable dentro de los cuartos.

RANGOS DE TEMPERATURA (°C) Y HUMEDAD RELATIVA (%)

Animal c %
Ratén, rata, hamster, jerbo, cobayo 18-26 40-70

8.1. Analgesia y anestesia.

Cualquier procedimiento que cause mayor dolor o molestia en los animales, que la producida

por inyeccibn o marcaje en orejas, requerira el uso de tranquilizantes, analgésicos o
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anestésicos. Si es necesario efectuar un procedimiento doloroso sin el uso de anestesia,

analgésico o tranquilizante porque su uso afectaria los resultados o propédsitos del

experimento, éste debe ser aprobado por el Comité.

9. Eutanasia

Este capitulo tiene por objeto describir los procedimientos empleados para inducir de manera

humanitaria la muerte de los animales (eutanasia) empleados en la investigacion cientifica,

desarrollo tecnolégico e innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza, con el propdsito de

eliminar o disminuir al minimo el dolor y el estrés previo y durante el procedimiento; para

lograrlo cualquier técnica aplicada debe causar en el animal: rapida inconsciencia, paro

cardiaco y/o respiratorio y pérdida de la funcién cerebral.

Ademas, debe reducir al minimo la perturbaciéon emocional, la incomodidad y/o el sufrimiento

experimentado por la persona que lleve a cabo el procedimiento.

APLICACION DE LOS AGENTES Y METODOS DE EUTANASIA

pequefios

N2 irradiacion con microondas,
barbitunces

decapitacion

ANIMALES METODOS RECOMENDADOS METODOS ACEPTADOS
CONDICIONALMENTE
Roedores y otros animales | Anestésicos inhalables, CO2, Ar, | N2 Ar dislocacion cervical
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Anexo 3. Carta de aprobacién del Comité Nacional de Investigacion Cientifica del

Instituto Mexicano del Seguro Social.

de |

Direccion de Prestaciones Médicas i: \ ‘
Unitad d= Educacion. Investigacion y Poliicas de Satud <
S Cocrdknacicn de livesigacicn en Salua 3 ¥ l‘\_

“2015, Afo del Generalisimo José Marfs Morelos y Pavén®

01 de julio def 2015
Ref. 09-B5-61-2800/201500/ 1887

Dr. Salgado Ceballos Hermelinda
Unidad de Investigacion Mcdica en Enfermedades Neurologicas Siglo XXI
Nivel Central

Presente:

Informo a usted que el protocolo titulado: EFECTO DEL IMPLANTE DE POLIPIRROL/YODO Y
DE LA REHABILITACION FiSICA SOBRE LA EXPRESION DE GENES RELACIONADOS
CON LA DEGENERACION, REGENERACION Y PLASTICIDAD NERVIOSA EN UN
MODELO DE LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL EN RATAS.. fue sometido @
la consideracion de este Comision Nacional de Investigacion Cientifica.

Los procedimicntos propuestos en ¢l protocolo cumplen con los requerimientos de las normas vigentes.
con base en las opiniones de los vocales de Ja Comision de Etica y Cientifica, se ha emitido cf dictamen
de AUTORIZADO, con namero de registro: R-2015-785-060,

De acuerdo o Ja nomatividad vigente, deberd informar a esta Comision en los meses de enero y julio de
cada afiv, acerca del desarrollo del proyecto a su cargo. Este dictamen sdlo tiene vigencia de un afo. Por
lo que en caso de ser necesario requerira selicitar una reaprobacion a la Comision de Etica en
Investigacion de la Comisid ) Naclonal de Investigacion Cientifica, al términa de Ja vigencia del mismo.

Alentamente,

Dr. Fabio Sulagnc:
Presidente
Comision Nacional de lnvcsugxcnbn Cientifica

Anexa oomemario,s:

 AMMA/ iah, F-CNIC-2015-20

.t
/

0EDT 2005010t py
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Anexo 4. Carta de Re-aprobacion del Comité de Etica en Investigacion del Instituto

Mexicano del Seguro Social.

L - .
M E x I C O A Diveccelon de Presiaciones Modiens
o = N» L) O Fldoceciig, lrvestigacsine v Malitvees de Selin @
A ) AT Conedinaciny de lnyestigacion on Sahsl

~—r 3 Cosmraan Navionol Je Jovestigasion Ciootiticn m

Comid e T oicn an Jiovessigacion

GODTENNO I LA kU

“2017. Afo del Centenario de la Promulgacion de |a
Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanes”

Oficio No. 09 B5 61 61 2800/2017/ (V1862

Ciudad de México, a 26 de junio de 2017.

DRA. HERMELINDA SALGADO CEBALLOS

Investigador Principal

Unidad de Investigacion M&dica en Enfermedades Neurologicas
UMAE Hospital de Especialidades, C.M.N. Siglo XXI
PRESENTE

En relacion at protocolo “Efecto del implante de palipirroliYado y de la rahabilitacién fisica sobre la
exprasion de genes ralacionados con ia degeneracidn. regeneracion y piasticidad nerviosa en un
madelo de lasion traumatics de Is medula aspinal en ralas” con numero de registro 2015-785-060, el
Comité de Efica an Investgacion CONBIOETICA-09-CEI-009-20160601, revise y aprobé Ia
solicitud de reaprobacion anual por al periode del 14 da junio de 2017 al 13 de junia de 2018,

Sin otro particular, le envio un saludo.

Afentamente

DR. FAB DR. MARCOS GUTIERREZ DE LA BARRERA
Representante Legs) Presidente

Coordinacién de | Comité de Etica en Investigacion

Centro Médico Coordinacion de Investigacion en Salud

No. Registro ISCI: 13 CI02 015 213 Centro Médico Nacional Siglo XXI

No. Registro, COFEPRIS CB: 13 CB 08015 214

SNNgé

ykgmy
F-CNIC-2015-20
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Anexo 5. Escala de evaluacién locomotora de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB).

0

No se observa movimiento de las extremidades posteriores

1

Ligero movimiento de una o dos articulaciones, usualmente la cadera y/o rodilla

N

Movimiento extenso de una articulacion o movimiento extenso de una y ligero de la otra
articulacion

Movimiento extenso de dos articulaciones

Ligero movimiento de las tres articulaciones de las extremidades posteriores

Movimiento ligero de dos articulaciones y extenso de la tercera

Movimiento extenso de dos articulaciones y ligero de la tercera

Movimiento extenso de las tres articulaciones de las extremidades posteriores

Barrido sin soporte de peso o colocacidn plantar de la pata sin soporte de peso corporal

OO |N|O|O|~ W

Colocacion plantar de la pata con soporte de peso en reposo solamente (es decir, cuando esta
parado) o escalonado dorsal sostenido, frecuente o constante soportado en peso y sin
escalonamiento plantar

10

Soporte de peso corporal ocasional con pasos plantares, sin coordinacion entre las extremidades
posteriores y anteriores

11

Soporte de peso corporal con pasos plantares de frecuente a consistente y sin coordinaciéon
entre las extremidades posteriores y anteriores

12

Soporte de peso corporal con pasos plantares de frecuente a consistente y coordinacién ocasional
entre extremidades posteriores y anteriores

13

Pasos plantares con soporte de peso corporal de frecuente a consistente y coordinacion frecuente
entre extremidades posteriores y anteriores

14

Soporte de peso corporal con pasos plantares consistente. Coordinacidon consistente entre
extremidades posteriores y anteriores. La posicion de la pata se encuentra rotada durante la
locomocion (interna o externamente) cuando hace contacto inicial con la superficie asi como, justo
antes de levantarla al final de la postura o escalonamiento plantar frecuente, coordinacion entre
extremidades anteriores y posteriores consistente y escalonado dorsal ocasional

15

Escalonamiento plantar y coordinacion consistente entre extremidades posteriores y anteriores;
no hay apertura libre de los dedos de las patas traseras u ocasional durante el avance de las
extremidades delanteras; la posicién predominante de la pata es paralela al cuerpo en el contacto
inicial

16

Escalonamiento plantar y coordinacién consistente entre extremidades posteriores y anteriores durante
la marcha; y la separacion de los dedos de las patas se produce con frecuencia durante el avance
del miembro delantero; la posicién predominante de la pata es paralela en el contacto inicial y
girada en el despegue

17

Escalonamiento plantar y coordinacién consistente entre extremidades posteriores y anteriores durante
la marcha y la separacion de los dedos de las patas se produce con frecuencia durante el avance del
miembro delantero; la posicion predominante de la pata es paralela al contacto inicial y al
levantamiento

18

Escalonamiento plantar y coordinacion consistente entre extremidades posteriores y anteriores durante
la marcha y la separacion de los dedos de las patas se produce con consistente durante el avance
de la extremidad anterior; la posicion predominante de la pata es paralela en el contacto inicial y
rotada en el levantamiento

19

Escalonamiento plantar y coordinacién consistente entre extremidades posteriores y anteriores durante
la marcha y la separacion de los dedos de las patas se produce con consistente durante el avance de
la extremidad anterior; la posicion predominante de la pata es paralela en el contacto inicial y en el
levantamiento; y la cola se encuentra abajo todo el tiempo

20

Escalonamiento plantar y coordinacion consistente entre extremidades posteriores y anteriores durante
la marcha y separacion de los dedos de las patas consistente. La posicion de la pata es paralela en el
contacto inicial y en el levantamiento y la cola se encuentra constantemente hacia arriba y presenta
estabilidad del tronco.

21

Escalonamiento plantar y coordinacion durante la marcha consistente, apertura de los dedos de las
patas consistente. Predominante posicion de la pata en paralelo a lo largo de la postura, estabilidad
constante del tronco y la cola constantemente hacia arriba
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Anexo 6. Escala de evaluacion Lousville (LSS):

A, Parametros a evaluar. B, Intensidad de movimiento y alternancia observada de las extremidades posteriores

(EP); y porcentaje de dependencia con las extremidades anteriores (EA). C, Intensidad de la estabilidad del
tronco observada y angulo de inclinacion del cuerpo con respecto a la superficie del agua. D, Categorias de

puntuacién.

A.
Movimiento EP | Alternancia EP Dependencia EA Estabilidad del tronco Angulo del

cuerpo
0 N 0 N/R 4 N 4 N o R(L) 2 N/L
1 R 1 0 3 R 3 | OoL) oRM) 1 M
2 o] 2 F 2 o 2 |FIC(L) o OM) o |0 S
R(S)

3 F 3 C 1 F 1 [ FIC(M) 0 O(S)
4 C 0 C 0 | FIC(S)

B.

Movimiento EP/Alternancia, dependencia EA'y

estabilidad del tronco

N-Ninguno 0%
R-Raramente 1-5%
O-Ocasional 6-50%
F-Frecuentemente 51-95%
C-Consistente 96-100%
C.
Estabilidad del tronco/Angulo del cuerpo
N-Ninguno 0°
L-Leve 1-20°
M-Moderado 21 a 45°
S-Severo 46° y mas
D.
Categorias de puntuacioén
12 a 17 Buenas nadadoras.

Movimiento de las EP de F/C.
Alternancia de las EP de O a C.
Dependencia de las EA.
Estabilidad del tronco N a R (M).
Angulo del cuerpo de N/M.

6all

Nadadoras intermedias.
Movimiento de las EP de O/F.
Alternancia de las EP de O/F.
Dependencia de las EA de F/O.

Estabilidad del tronco de O(L) a C(M).

Angulo del cuerpo M

Oab

Pobres nadadoras.

Movimiento de las EP de N/R.
Alternancia de las EP de N/R.
Dependencia de las EA de F/C.

Estabilidad del tronco de C(M) a C(R).

Angulo del cuerpo M/S
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Anexo 7. Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/Z00-2014, Métodos para dar muerte a
los animales domésticos y silvestres.

1. Objetivo y campo de aplicacion.

1.1. Esta norma es de observancia obligatoria en todo el territorio nacional para personas
fisicas y morales encargadas de establecimientos publicos o privados, en donde se le dé
muerte a uno o varios animales con fines de abasto, investigacion, pruebas de constatacion,
ensefianza, aprovechamiento cinegético, peleteria o cualquier otro tipo de aprovechamiento,
Centros de Atencion Caninay felina y similares, bioterios, zooldgicos o predios o instalaciones
gue manejan vida silvestre en forma confinada fuera de su habitat natural (PIMVS), granjas
educativas, comercializadoras, tiendas de animales, criaderos, centros de rehabilitacion,
circos, colecciones particulares, centros de espectaculo, unidades de manejo para la
conservacion de vida silvestre (UMA), centros de decomiso o acopio, entre otros; y tiene por
objeto establecer los métodos para dar muerte a los animales garantizando buenos niveles de

bienestar y con el propésito de disminuir al maximo el dolor, sufrimiento, ansiedad y estrés.

4.1. A ningun animal se le dara muerte por envenenamiento, drogas curariformes, paralizantes
musculares, asfixia, inmersion en agua, por golpes o por cualquier otro procedimiento que les
cause sufrimiento, dolor, ansiedad o que prolongue su agonia. Los Unicos métodos de
eutanasia o matanza que se pueden aplicar, son los determinados en esta Norma u otros que

autorice la Secretaria.

6.4. Conejos y roedores.
Los métodos eutanasia de conejos y roedores de compafiia, deben estar basados en la
utilizacién de tranquilizantes, sedantes y anestésicos bajo los criterios de las disposiciones

aplicables vigentes.

6.4.1. Manejo previo a la muerte.
Previo a la matanza y eutanasia de conejos y roedores de compafiia, se debe inmovilizar al
animal e inducir la sedacion 5 a 10 minutos antes de la aplicacion del anestésico, inyectando

xilacina por via intramuscular a una dosis de 1.5 - 2 mg/kg de peso.
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6.4.2. Métodos eutanasia.

6.4.2.1. Sobredosis de anestésicos.

El uso de sobredosis de anestésicos es el método de eleccion para la matanza y eutanasia de
conejos y roedores de compaiia.

6.4.2.1.1. Anestésicos inyectables.

6.4.2.1.1.1. Anestésico derivado del acido barbitdrico (pentobarbital).

Para la eutanasia de conejos y roedores de compafiia se debe emplear una sobredosis de
pentobarbital sédico de 90 - 120 mg/kg de peso. En el caso de los conejos, el pentobarbital
debe ser administrado por la vena marginal de la oreja, por la vena cefalica o yugular. La via
intraperitoneal s6lo se usara cuando sea imposible utilizar la via intravenosa, previa dilucién

con solucién salina a una dosis de 150 mg/kg de peso.

Para la eutanasia de roedores la via de eleccion es la intraperitoneal, previa dilucién del

pentobarbital con solucién salina.

La via intracardiaca solo se permite si el animal est4 anestesiado o inconsciente.
Para individuos de talla pequefia se deben administrar los sedantes o anestésicos mediante
una inyeccion intrahepética. El barbittrico debe ser diluido en solucion salina.

6.4.2.1.1.2. Otros anestésicos.

Cuando no se cuente con barbitaricos, se pueden emplear anestésicos como la ketamina a
una dosis de 60 - 100 mg/kg de peso via intramuscular en combinacién con xilacina. También
se puede utilizar una combinacion de tiletamina con zolazepam, cuya dosis dependeréa de la

especie y de la recomendacion del fabricante.

6.4.2.1.2. Anestésicos inhalables.

Tanto para los conejos como para los roedores puede emplearse isofluorano o fluorano que
induce una anestesia rapida. Durante el periodo de induccién se les debe suministrar aire u
oxigeno y contar con un vaporizador y una mascarilla para que el animal inhale el vapor del

anestésico.
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Como en todas las especies, debe verificarse la muerte clinica del animal. El paso del
anestésico inhalable se debe mantener por lo menos 3 minutos después de que el animal

esté clinicamente muerto.
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Anexo 8. Articulo cientifico
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Recovery of motor function after traumatic spinal cord injury by
using plasma-synthesized polypyrrole/iodine application in
combination with a mixed rehabilitation scheme
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Abstract

Traumatic spinal cord injury (1SCI) can cause paralyss and permanent disahikity. Rehabilitsnon (RB) 1s cumrendy the only
aeped resmen, alhough i beneficial effect i Imited. The development of biomaterisk has povided therapeutic
possibilities for TSCL where our research group previously showed that the plasma-synthesized polypysoledodine (PPyA), a
biopolymer with different physicochemical charactenistios than those of the PPy synthesized by conventional methads, promoks
recovery of motor functon after TSCL The present study evalmaind if the plasma-synthesized PPy/1 applied in combination with
RB could increase its beneficial effects and the mechanisms involved. Adul rats with TSCT were divided ind no treatment
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(nerve regeneration) and MBP (myebnmation) exgression when were analyzed by immunoligochemistry, The expression of
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the preservation of nervous tisue, and the expression of mokcules reliind 10 plasticity as flill-tubulin, reduces the glial scar,
improves general health and allows the recovery of mator function afier TSCL
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