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Resumen

En la actualidad no existe una estrategia terapéutica efectiva para reestablecer
la funcidn neuroldgica después de una lesion traumatica de la médula espinal
(LTME), debido a la complejidad para regular los mecanismos de dafio
secundario y a la baja capacidad de regeneracion espontdnea del sistema
nervioso central.

En fechas recientes se ha explorado el area de materiales con el fin de obtener
materiales que por sus caracteristicas fisico-quimicas sirvan como implantes
que permitan la regeneracion y/o la recuperacion de la funcion del tejido
nervioso después de una lesion por seccion completa de la médula espinal
(LPSCME).

En esta area, un estudio previo mostré que los implantes de Polipirrol/lodo
(PPy/l) y Polipirrol/Polietilenglicol (PPy/PEG) sintetizados por plasma después
de una LPSCME, promueven la proteccion del tejido nervioso y la recuperacién
funcional en las ratas implantadas. Con el objetivo de incrementar estos
resultados benéficos se decidid combinar dicha estrategia terapéutica con
alguna otra que mejorara su efecto, para lo cual se opté por la estimulacion
magnética de baja frecuencia (EMBF) ya que se ha comprobado que esta
promueve la regeneracion celular y la recuperacion del tejido nervioso.

Por lo anterior, el disefio experimental del presente estudio incluyo ratas con
LPSCME que fueron o no implantadas con polimeros derivados del pirrol
sintetizados por plasma: Polipirrrol (PPy), PPy/l o PPy/PEG y que recibieron o
no EMBF (0.7mT, 60Hz). Para evaluar la recuperaciéon motora (marcha) en las
extremidades posteriores se utilizo la escala BBB (Basso,Beattie y Bresnahan)
aplicandose una vez por semana durante 2 meses. Al termino de este periodo
se realizaron los estudios morfoldgicos y morfométricos, para evaluar la
cantidad de tejido preservado y la integracién del implante a la médula espinal.

Los resultados histolégicos indican que los animales que recibieron cualquiera
de lo tres implantes presentaron menor destruccion del tejido nervioso en
comparacion a los animales que solamente fueron sometidos a la LPSCME,
observandose una adecuada integracion de los implantes al tejido medular.

Por otro lado la recuperacion funcional indica que el tratamiento combinado de
un implante de PPy méas la EMBF incrementa la recuperacion motora en
comparacion del uso de los tratamientos por separado. Sin embargo, la
combinacion con PPy/l no fue favorable. Los resultados indican que el efecto
negativo al aplicar EMBF puede deberse a la entrada masiva de calcio (Ca™)
al interior de la célula tanto por los propios mecanismos secundarios de lesion
como por la EMBF combinada con la propiedades fisicas del PPy/l, lo cual



pudo incrementar el proceso exitotoxico en las células neuronales que
finalmente las llevé a la muerte.

Lo anterior indica que los implantes poliméricos derivados del PPy vy
sintetizados por plasma favorecen la proteccion del tejido nervioso y la
recuperacion funcional. Por otro lado, al hacer uso de tratamientos combinados
con implantes poliméricos derivados del pirrol sintetizados por plasma no tienen
efecto sinérgico sobre la recuperacion funcional. Sin embargo, demostraron
reduccion en la presencia de células inflamatorias del sistema inmunologico
con o sin implante.



Capitulo 1. Antecedentes

1. Antecedentes

1.1. Anatomia y fisiologia del Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso (SN) es el encargado de coordinar las funciones mas
especializadas del organismo y se divide en sistema nervioso central (SNC) y
sistema nervioso periférico (SNP).

El SNC, esta ubicado en un plano profundo del organismo, rodeado y protegido
por el hueso. Esta conformado por el encéfalo ubicado dentro del craneo y por la
meédula espinal que se extiende a lo largo del conducto vertebral, hasta
aproximadamente la primera y segunda vértebras lumbares.

El cerebro es el area de integracion del SN y efectua funciones relacionadas con
los procesos mentales y con el complejo control de nuestro cuerpo [1; mientras
que la médula espinal tiene la funcidon de servir como conducto de muchas vias
nerviosas que van hacia el cerebro y provienen del mismo y sirve como area de
integracion para coordinar y regular la actividad sensorial y motora de los
musculos esqueléticos.

El SNC esta protegido contra las lesiones, pues se halla suspendido en un bafio
de liquido cefalorraquideo y esta envuelto por membranas protectoras o
meninges: duramadre, piamadre y aracnoides. La aracnoides y la piamadre son
delicadas membranas internas vascularizadas, finas y delgadas como el papel de
seda y la duramadre es una capa fibrosa externa y resistente. La aracnoides se
sitia entre la duramadre y la piamadre de la que se encuentra separada
solamente por el espacio subdural virtual que contiene un volumen pequefio de
liquido. La aracnoides y la piamadre estan unidas intimamente por abundantes
bridas delgadas de tejido conjuntivo, pero en muchos sitios las separa
ampliamente el espacio subaracnoideo, ocupado por liquido cefalorraquideo. El
espacio extradural separa a la duramadre del conducto raquideo; esta ocupado de
tejido adiposo que contiene abundantes vasos sanguineos de grueso calibre y
pared delgada; lo que en conjunto proporciona proteccién adicional al funcionar
como parachoques 2 (Figura 1).
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Figura 1. Las meninges: piamadre, aracnoides y duramadre, envolviendo la médula espinal.

El tejido nervioso contiene 2 tipos basicos de células: las neuronas y las células de
sostén.

Las neuronas, realizan todas la funciones especializadas atribuidas al SN; como
recibir e integrar en forma simultanea estimulos provenientes de varias fuentes,
traducir el estimulo en una diferencia de carga eléctrica entre las superficies de
sus membranas, propagar esta diferencia, traducir la senal eléctrica en
mensajeros quimicos y llevar a estos mensajeros a células blanco (3 4;.

I. La neurona esta constituida principalmente por:

1. Cuerpo celular o soma. A partir de este nacen multiples
prolongaciones ramificadas que constituyen las principales areas
receptoras de las neuronas. Ademas brinda gran parte de la nutricion
que se requiere para conservar la vida de la neurona ;.

2. Dendritas. Son ramificaciones del soma y son las partes receptoras
principales de la neurona p;.
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3. Ax6n. Es la parte de la neurona llamada fibra nerviosa. Estos
transmiten las sefales nerviosas a otras células (1341 como se ilustra en
la Figura 2.

Cada neurona constituye una entidad separada y distinta. Las terminaciones
axonales de cada neurona al tener contacto con las dendritas y los cuerpos
celulares de otras neuronas forman una sinapsis, la cual tiene la funcion de
transmitir el impulso nervioso de una neurona a otra formando vias nerviosas
cortas o largas. Las sinapsis pueden ser quimicas si la comunicacion esta
mediada por neurotransmisores o eléctricas si esta mediada por iones y las
membranas estan acopladas eléctricamente.
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Figura 2. Esquema de la neurona donde se muestran sus principales constituyentes

Il. Las células de sostén y aislamiento, sostienen a las neuronas en su sitio e
impiden que se extiendan las sefales entre las células y sus estructuras
intracelulares que de manera colectiva se llaman neuroglia ;.

Las células de la neuroglia se llaman células gliales, en el SNC se dividen en:

1. Oligodendrocitos; Son células de tamano intermedio, se encuentran
en intima relacion con los axones y los somas neuronales, tienen un
citoplasma denso, rico en ribosomas y en cisternas de reticulo
endoplasmatico rugoso, un gran aparato de Golgi y abundantes
mitocondrias.
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Los oligodendrocitos desempefian un papel importante en la formacién
y mantenimiento de la vaina de mielina de las fibras nerviosas del
SNC p3p41-

2. Astroglia (astrocitos). Son las células mas grandes del tejido glial,
tienen forma de estrella, poseen gliofibrillas y abundantes granulos de
glucégeno. Estan involucradas en el metabolismo neuronal y nutricion
de las neuronas, colaboran en la neurotransmision, y se encargan de la
regulacion de diversos sustratos y precursores para sintesis de
citocinas [31[4]-

Los astrocitos participan junto con la microglia en actividades
fagociticas, eliminando restos de tejido nervioso en degeneracion.

3. Microglia. Son células de origen mesodérmico y son las células mas
pequefias de la glia. Se distribuyen por todo el SNC y su funcion es
responder como células inflamatorias cuando existe un estimulo
traumatico o infeccioso sintetizando citocinas ;.

La microglia secreta al menos 2 sustancias: el factor de crecimiento de
fibroblastos y el factor de crecimiento nervioso, el cual favorece la
maduracién de las neuronas y la supervivencia de la glia.

En el SNC los grupos de cuerpos neuronales (con sus dendritas y porciones
proximales de sus axones) constituyen la sustancia gris mientras que los grupos
de los axones, en su mayor parte mielinizados, conforman la sustancia blanca.

1.1.1. La médula espinal

En una seccion transversal se puede observar que la médula espinal esta
compuesta por 2 partes principales: la sustancia gris en forma de H constituida por
los cuerpos neuronales, localizada en la parte central de la médula espinal y la
sustancia blanca conformada por las fibras nerviosas o axones, los cuales rodean
a la sustancia gris La sustancia gris esta constituida por 2 mitades simétricas
unidas en la linea media por una conexion transversal (comisura) a través de la
cual corre un pequeno conducto central. La columna gris anterior o asta anterior
contiene las células que dan origen a las fibras de las raices ventrales o motoras;
la columna lateral contiene células preganglionares del sistema nervioso
autonomo y la columna gris posterior o asta posterior recibe las raices dorsales o
sensitivas
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La forma, cantidad y aspecto de la sustancia gris varia a diferentes niveles
dividiendose en 2 componentes: el motor y el receptor. La parte motora
comprende las columnas anterior y lateral y da origen a las raices anteriores que
contienen motoneuronas que inervan a la musculatura estriada voluntaria. Las
células de la columna lateral dan origen a fibras preganglionares del sistema
nervioso auténomo, toraxico y lumbosacro las cuales abandonan la médula
espinal con las raices anteriores 5. (Figura 3)
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Figura 3. Imagen de corte transversal de las principales vias largas de fibras nerviosas de la médula espinal

1.1.2. Columna vertebral

La columna vertebral, donde se encuentra contenida la médula espinal consta de
33 veértebras: 7 cervicales, 12 dorsales, 5 lumbares, 5 sacras y 4 coccigeas;
unidas por ligamentos y cartilagos. (Figura 4). Las ratas tienen 34 vértebras; a
diferencia de los humanos estas poseen 13 vértebras dorsales.
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Figura 4. Esquema de la columna vertebral
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Las vértebras difieren en tamafo y forma, pero, en general, su estructura es
parecida. Vistas desde arriba, constan de un cuerpo del cual salen 2
prolongaciones cortas y gruesas llamadas pediculos dirigidos hacia atras, uno de
cada lado, hasta unirse con las laminas que se unen posteriormente y forman el
arco vertebral o neural. Este arco cierra el agujero espinal o vertebral. Cada
vértebra tiene 7 apdfisis: 4 articulares, 2 para hacer la conexién con el hueso de
arriba y 2 para hacerla con la de abajo; 2 transversas; 1 de cada lado donde se
unen la lamina, el péndulo y 1 apdfisis espinosa.

De las distintas partes que forman las vértebras solo los pediculos carecen de
ligamentos. Las laminas estan unidas por los ligamentos amarillos los cuales estas
separados parcialmente por los vasos que unen los plexos venosos intrarraquideo
y extrarraquideo [z;. (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de las vértebras espinales donde se muestran sus componentes principales.

1.2. Fisiologia de la médula espinal

1.2.1. Potencial de membranay potencial de accidon

La transmision de sefales nerviosas es una de las funciones basicas del SN,
estas sefales son transmitidas por potenciales de accion, que son cambios
rapidos en el potencial de membrana, que se relaciona con el transporte de
iones a través de la membrana celular y por ende con la generacion de
potenciales eléctricos ).
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En esencia existen potenciales de membrana en todas las células del organismo;
algunas, como las células nerviosas y musculares, son capaces de autogenerar
impulsos electroquimicos en sus membranas que pueden ser empleados para
transmitir sefales a lo largo de estas membranas.

1.2.2. Membrana celular como capacitor eléctrico

Cargas ionicas positivas y negativas originan el potencial de membrana, aparecen
alineadas contra la membrana, en otras partes excepto junto a las superficies de la
membrana celular, las cargas negativas y positivas son exactamente iguales lo
que se denomina principio de neutralidad eléctrica, o sea que para cada ion
positivo existe uno negativo en las cercanias para neutralizarlo.

Esto crea una capa bipolar de cargas positivas y negativas entre el exterior y el
interior de la membrana, pero, aun sigue habiendo igual numero de cargas
negativas y positivas en cualquier otro lugar de la membrana. Es el mismo efecto
que ocurre cuando las placas de un capacitor eléctrico se cargan eléctricamente;
es decir, con cargas negativas y positivas alineadas en lados opuestos de la
membrana dieléctrica del capacitor. Por consiguiente, la bicapa lipidica de la
membrana celular funciona como un dieléctrico de un capacitor. Todos los iones
que quedan dentro de la fibra nerviosa, pueden ser tanto positivos como
negativos. Un numero pequeno de iones necesita ser transferido a través de la
membrana para establecer el potencial normal de —90mV en el interior de la fibra
nerviosa: solo alrededor de 1/5°000,000 a 1/100°000,000 del total de cargas
positivas en el interior de la fibra deben de ser transferidas asi. Ademas, un
numero igualmente pequefio de iones positivos que se mueven desde el exterior al
interior de la fibra pueden revertir el potencial de —-90mV hasta +35mV en un
tiempo de 0.1ms [g;. (Ver apéndice A)

Las sefales nerviosas son transmitidas por potenciales de accion, que son
cambios rapidos en el potencial de membrana. Cada potencial de accién comienza
con un cambio brusco del potencial de reposo negativo a un potencial de
membrana positivo; luego termina con un cambio de casi igual velocidad, de
nuevo hacia un potencial negativo. Para conducir una senal nerviosa el potencial
de accion se mueve a lo largo de la fibra hasta llegar al extremo de ésta.

En la Figura 6 se muestran los cambios que ocurren en la membrana durante el
potencial de accion, con transferencia de cargas positivas al interior de la fibra
durante la despolarizacién y retorno de las cargas positivas al exterior en la
repolarizacion.
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Figura 6. Potencial de accién registrado en un nervio.

En la Figura 7 se muestra el potencial de accién a lo largo del axén.

La propagacién del potencial de accidn requiere la accion coordinada de dos
formas del flujo de carga: una corriente idnica a través de la membrana celular y
otra a lo largo del axoplasmal. La corriente de membrana se produce por la
apertura de los canales dependientes de voltaje. Una manera de mejorar el flujo
pasivo de carga es aumentar el didmetro de un axoén, lo cual disminuye la
resistencia interna al flujo pasivo de carga con el aumento consiguiente en la
velocidad de conduccion del potencial de accion 7).

Otra estrategia para mejorar el flujo pasivo de corriente eléctrica es aislar la
membrana axoénica, lo que reduce la fuga de corriente a través de la membrana,
aumentando asi la distancia que recorre la corriente interna a lo largo del axén y
asi puede despolarizar sitios mas alejados como los nodos de Ranvier. Esta
estrategia constituye la principal funcién de la mielinizacién, proceso por el cual
los oligodendrocitos en el SNC y las células de Schhwann en el SNP envuelven el
axon formando la vaina de mielina g).

La corriente local en respuesta a la iniciacion de un potencial de accion en un sitio
particular fluye localmente. Sin embargo, la presencia de mielina impide que la
corriente local escape a través de la membrana internodal; por lo tanto, fluye mas
alla a lo largo del axén de lo que lo haria en ausencia de mielina. Mas aun, los
canales de Na® dependientes de voltaje solo estan presentes en los nodos de
Ranvier. Esta disposicion indica que la generacion de corrientes locales produce
potenciales de accion unicamente en las regiones amielinicas como los nodos de
Ranvier. El resultado es el aumento de la velocidad de conduccién del potencial de
accion. (Figura 8)
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Figura 7. La conduccién del potencial de accion requiere flujo pasivo de carga. La despolarizacion en un
punto a lo largo de un axén abre los canales de sodio (Na*) localmente (1) y produce un potencial de accién
en esta region A del axén (t=1). La corriente resultante hacia el interior fluye pasivamente a lo largo del axén
(2), despolarizando la regién adyacente B del axén. En un momento posterior (t=2), la despolarizacién de la
membrana adyacente ha abierto los canales del Na* en la region B, dando como resultado la iniciacion del
potencial de accion en este sitio y la corriente adicional hacia el interior que de nuevo se propaga en forma
pasiva hasta una regién adyacente C mas alejada a lo largo del axén (3). Un momento después (t=3), el
potencial de accién se propaga aun mas lejos. Este ciclo continta a lo largo de todo el axén (5). A medida que
el potencial de accion se propaga el potencial de membrana se repolariza debido a la apertura de lo canales
de potasio (K") y la inactivacién de los canales del Na®*, dejando un periodo refractario por detras del potencial
de accién que impide la propagacion retrograda (4)
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Figura 8. Conduccion por saltos del potencial de accién a la largo de un axén mielinico

1.3. Epidemiologia y fisiopatologia de la lesion
traumatica de la medula espinal

1.3.1. Epidemiologia

La lesién traumatica de médula espinal (LTME) es un problema de salud publica
que afecta principalmente a la poblacion econémicamente activa. En el Distrito
Federal se presentan alrededor de 18.1 casos por millon de habitantes g, mientras
que en los Estados Unidos se estima que existen 40 casos por millon de
habitantes, o aproximadamente 11,000 nuevos casos por afo sin incluir aquellos
que mueren en el accidente (1q;.

La mayoria de los casos de LTME ocurre en jovenes adultos de entre los 16 y 38
afos de edad, donde el 77.8% son varones .

10
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Las principales causas de la LTME son los accidentes automovilisticos (46.9%),
las caidas (23.7%), los sucesos violentos (13.7%), y los accidentes deportivos
(8.7%) entre otros (7%) 1105. (Figura 9)
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Figura 9. Causas de lesiones traumaticas de médula espinal

1.3.2. Fisiopatologia de la lesion trauméatica de la médula
espinal.

Cuando hay una lesion en el SNC ya sea por contusion, compresién, laceracion o
seccion completa se desencadenan una serie de mecanismos autodestructivos
denominados mecanismos secundarios de lesion (Ver figura 10). El dafio inicial se
ubica en el epicentro, induce un proceso de isquemia e inflamacién que provoca la
muerte neuronal primaria, debido a la presencia de radicales libres de oxigeno.
Con el tiempo, la lesién se extiende y se produce la muerte neuronal secundaria,
que acaba con mas neuronas que en la fase primaria [11).

Son muchos los obstaculos que impiden la regeneracion en el SNC debido al
proceso de destruccion continuo del tejido nervioso, por la incapacidad para
regenerarse espontaneamente y la formacién de una cicatriz fibroglial alrededor
del sitio de la lesion. La secuencia temporal de los cambios anatomopatoldgicos
después de una LTME (mecanismos secundarios de lesion) se divide en tres
fases: aguda, subaguda y cronica ) (11121 (13;- (Tabla1 y Figura 10)

@ Fase aguda (minutos, horas, dias)
Durante la fase aguda el trauma en la médula espinal destruye la
barrera hematoencefdlica y los vasos sanguineos locales
inmediatamente, ocasionando una alteracion en la microvasculatura de
la sustancia gris, induciendo hemorragias petequiales. Las células

11
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sanguineas y las proteinas del suero invaden el area lesionada, que
presenta edema. La destruccion de los capilares causa isquemia, asi
como anoxia e hipoglucemia. La necrosis asi como la degeneracion de
la mielina de los axones dafiados sigue 8-24 horas mas tarde y después
de 48 horas los fagocitos sanguineos se acumulan localmente para
eliminar la mielina degenerada y otros residuos celulares [14).

Los cambios en el flujo sanguineo y la hipoperfusion postraumatica
afecta principalmente a la sustancia gris e induce la muerte neuronal
primaria 15). (Figura 10)

Fase subaguda (dias, semanas)

En la fase subaguda, sobreviene la reactividad de las células gliales
como consecuencia de la necrosis, la hemorragia e isquemia local
posteriores al trauma medular. El tejido neural (neuronas y glia) cercano
al area lesionada o conectado a ella, presenta actividad eléctrica y
funcional deprimidas y se formaran zonas de penumbra isquemicas en
las que tendra lugar la muerte neuronal secundaria la cual es
responsable de la perdida de la funcion neuronal [1g

La glia reactiva representa el intento del SN por aislarse de las
influencias incontroladas del resto del organismo, reconstituyendo una
nueva glia limitante o cicatriz glial y constituye el mayor obstaculo para
la restitucion de las conexiones lesionadas [17).

Ademas en esta fase ocurre infiltracion de células inflamatorias que
invaden la lesién e inducen neurofagia 1s; 1191 y astrofagia o que
fagocitan el tejido muerto [24;.

Fase cronica (semanas, meses)

Durante la fase cronica, el proceso degenerativo de la medula espinal
continua y se extiende a lo largo del sitio de lesion primaria 14).

Después de la conformacion de las zonas de penumbra isquemica en
las que se da la muerte neuronal secundaria se formaran cavidades y
quistes en esta fase. Ademas las células inflamatorias que fagocitan el
tejido nervioso extienden este proceso del epicentro de la lesion hacia la
sustancia gris y blanca adyacente (15 las cuales pueden persistir por
semanas dentro de las cavidades [»o; al desaparecer las células
inflamatorias del area lesionada también contribuyen para dejar una
cavidades o quistes, carentes de células, llenas de fluido cerebro
espinal rodeadas de glia reactiva 3, dejando a los axones sin
proteccion de mielina j24; casando un déficit neurolégico permanente.

12
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Tablal. Fases de la secuencia temporal de los cambios anatomopatolégicos después de una LTME.

Fase aguda Fase subaguda Fase crdnica
(minutos-dias) (dias-semanas) (semanas-meses)

Destruccion de la barrera Necrosis Perdida del diametro

hematoencefalica axonal

Destruccion de los vasos Reactividad de las células gliales Cicatriz glial

sanguineos locales

Alteracién en la Se minimiza la actividad eléctrica del Fagocitosis

microvasculatura de la tejido neural

sustancia gris

Hemorragias petequiales Se minimiza la actividad funcional del Incremento de la
tejido neural formacion de cavidades y

quistes por fagocitosis.

Edema Formacioén por cavidades o quistes por Deficit neurologico
reactividad glial permanente

Isquemia Cicatriz glial

Anoxia Infiltracién de células inflamatorias

Hipoglucemia Necrofagia

Necrosis y degeneracion de la = Astrofagia

mielina

Acumulacion de fagocitos Fagocitosis

Muerte neuronal primaria Muerte neuronal secundaria

A continuacion se describen detalladamente los mecanismos secundarios mas
importantes después de una lesién de la medula espinal (Ver figura 10) los cuales
como antes se menciono son causantes de una gradual degeneracion del tejido
nervioso 5 imposibilitando la regeneracion axonal y recuperacion funcional.

Inmediatamente después de la LTME se produce una desregulacion ionica, que
incrementa la concentracion de los iones de sodio (Na’) y calcio (Ca™)
intracelulares y disminuye la concentracion de los iones de potasio (K') y
magnesio (Mg™™); esto lleva a una despolarizacién de la membrana neuronal y al
acarreo de moléculas de agua asociadas con los iones Na* y Ca*™ lo que produce
edema [26]]127]-

La despolarizacién iénica de las neuronas sobrevivientes genera que los canales
de calcio (Ca™") dependientes de voltaje se abran, e ingresen grandes cantidades
del i6n a la célula; activando diferentes enzimas como: proteasas neutras que
destruyen los neurofilamentos, parte fundamental del citoesqueleto axonal zg,
endonucleasas que rompen el ADN disparando los procesos apoptéticos o de
muerte celular programada 55 y lipasas (principalmente fosfolipasas). Las
proteasas y fosfolipasas destruyen los componentes celulares, entre ellos la
mielina, con lo cual se favorece el proceso de desmielinizacion 2g; y con ello la
falla en la conduccion del impulso nervioso.
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Las fosfolipasas actuan sobre el acido araquidonico; el cual a través de la
activacion de prostanglandinsintasa se metaboliza en sustancias vasoactivas
como prostaglandinas (PGs), tromboxanos A, (TXA;) y leucotrienos (Lts); las
cuales tienen un efecto vasoconstrictor que incrementa la isquemia en la sustancia
gris por la falta de oxigeno y glucosa. En este proceso, el oxigeno (O;) es reducido
hasta H,O. El O, acepta electrones (e’) uno a la vez, en un evento secuencial,
generando especies reactivas de oxigeno (ERO) como aniéon superoxido (Oy),
peréxido de hidrégeno (H2O2) y radical hidroxilo (OH) ademas de H>O. En
condiciones normales la formacion de ERO es menor al 5% pero la produccion
aumenta cuando la concentracion de Ca** aumenta subitamente en respuesta a
un evento excitotoxico (3.

Por esta falla energética el lactato no entra al ciclo de Krebs provocando acidosis
lactica, baja produccion de adenosintrifosfato (ATP) e incremento en la produccion
de ERO y por ende peroxidacion lipidica.

La peroxidaciéon lipidica es un factor muy importante, porque, el SNC es
susceptible al dafio producido por ERO; debido a que las membranas celulares del
SN son ricas en colesterol y acidos grasos poli-insaturados, especialmente las
vainas de mielina cuya composicion lipidica es aproximadamente del 80%,
constituyéndose en blanco de las ERO 4.

Por otro lado, el glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas importante que
se encuentra en el SNC y juega un papel predominante en la transmisién sinaptica
del cerebro; se une a tres clases de receptores: los metabotrépicos (mGIuR), los
activados por el agonista N-Methyl-D-aspartato (NMDA) altamete regulados por
mas de seis ligandos endogenos (glutamato, glicina, poliaminas, Mg*™*, Zn**, e H")
y los activados por el acido propionico a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
(AMPA)/kainato (KA) [28]-

Después de una LTME las neuronas que mueren vierten su contenido de
glutamato al espacio extracelular en grandes cantidades generando un estado
excitotdéxico, que lleva a una excesiva estimulacion de los receptores NMDA y
AMPA, y como consecuencia el incremento de las concentraciones de Ca*”
intracelular aumentando la peroxidacion lipidica [32).

Aunado a lo anterior, después de una LTME se producen hemorragias y por lo
tanto liberacion de hemoglobina y fierro (Fe*"), el cual, en presencia de H,O; a
través de la reaccion de Fenton genera altas concentraciones de OH’", considerado
como el mas potente oxidante en los sistemas biologicos, por su alta reactividad.
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1.4. Estrategias para restablecer la funcion
neuroldgica.

En la actualidad no se cuenta con algun tratamiento eficaz para restablecer la
funcidén neurolégica debido a la baja capacidad de regeneracién espontanea del
SNC vy a la dificultad para regular los complejos mecanismos de dafio secundario,
por lo que se esta realizando un arduo trabajo de investigacién en este rubro.

Las estrategias terapéuticas existentes hasta el momento se pueden dividir en
aquellas encaminadas a proteger a las neuronas sobrevivientes en etapas
tempranas posteriores a la LTME (neuroproteccion) y en las que tienen por
objetivo recuperar las células perdidas (neuroregeneracion).

1.4.1. Estrategias de neuroproteccion

Las estrategias de neuroproteccion son aquellas enfocadas a detener y/o evitar los
mecanismos fisiopatolégicos que se desencadenan después de una LTME. En
este contexto, los farmacos son los principalmente empleados para detener el
proceso de autodestruccién del SNC. La tabla 2 muestra diferentes tratamientos
enfocados a proteger las células neuronales sobrevivientes posterior a una lesion
medular.

Tabla 2. Tratamientos de neuroproteccion posteriores a una Lesion Traumatica de Médula Espinal.

Agente Efecto Referencia
Corticosteroides Antiinflamatorio, reduce la formacién de | Bracken et al., 1998 [33]
(metilprednisolona) edema, antioxidante, inhibicion de la @ Pointillart y col./2000 [34]

fosfolipasa A% Tratamiento  en

controversia.
21-aminosteroide (lazaroides) = Antioxidante (inhibe la peroxidacion). Braughler y col.,1998 [35]
U-74006F mesilato de tirilazad = Mantiene los niveles de vitamina E.

Previene la disminucion del flujo

sanguineo.
Antagonistas de receptores En pacientes no tiene efectos @ Xiao et al.,1998 [36]
opioides (naloxona) benéficos. Chang y col.,2000 [37]

En modelos animales favorece Ia
recuperacion funcional y disminuye la
producciéon de superdoxido en la

microglia.
Gangliésidos Incrementa la velocidad de crecimiento | Hukuda Sy col.,1996 [38]
[monosialotetrahexosilgangliés | neuritico.
ido (gangliésido GM-1)] Estimula la regeneracién axonal.

Atenta la liberacion de aminoacidos

excitatorios.
Regulacién de los canales de  Bloquea los canales de calcio, reduce @ Fehlings y col.,1989 [39]
calcio (nimodipina) la isquemia postraumatica. Pointillart et al./2000 [34]

Tratamiento no benéfico.
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Antagonistas de recptores
NMDA no-NMDA
[(Dizocilpina (MK-801) NBQX,
riluzol]

Moduladores de la respuesta
inflamatoria e
inmunosupresores [Naloxona,
iloprost, mesilato de gabexate,
ciclosporina-A, tacrolimus (FK-
506)]

Antioxidantes (mexilatin, OPC-
14117, estobadin de
pirudoindol)

Inhibidores de la sintasa del
o6xido nitrico (SON) [N(G)-
monometil-L-arginina(L-
NMMA)NG-nitro arginina
metilester (L-NAME),
aminoguanidina,
7-nitroindasol]

Clembuterol

Clometiazol

Sulfato de magnesio

4-aminopiridina
Hibernacion

Inhibicion del metabolismo

energético

Inhibe la excitotoxicidad originada
después de una lesion traumatica de
médula espinal (LTME)

Disminuye la respuesta inflamatoria.
Inhibe la activacion de leucocitos.
Disminuye la lipoperoxidacion.

Se incrementa la velocidad de
regeneracion.

Disminuye la lipoperoxidacion.
Preserva a las motoneuronas.
Previene la oxidacion de grupos SH.
Acelera la recuperacion motora

Agonista de B2-
adrenérgicos.

Estimula la sintesis de diversos factores
troficos.

receptores

Incrementa la actividad de los
receptores GABAérgicos, mejor
recuperacion motora.

Disminuye la lipoxidacion.

Mejora la  transmisiéon  eléctrica
somatosensorial.

Inhibe los canales de potasio.

Favorece la recuperacion neurologica.
Regula el metabolismo.

Mantiene los gradientes i6nicos.

Dafio en la funcién celular.

Disminuciéon de excitotoxicidad por el
desacoplamiento parcial o transitorio

Capitulo 1. Antecedentes

Wada y col.,1999 [40]
Lang-Landunzki et
al., 1999 [41]

Diaz Ruiz col.,1999 [42] y
2000 [43]
Bavetta et al.1999 [43]

Kaptanoglu y col., 1999 [44]

Hu y col.,1999 [45]

Zeman y col.,1999 [46]

Farooque col.,1999 [47]

Suzery col.,1999 [48]

Segal y col.,1999 [49]
Zhou y col.,2001 [50]

Maragos y col., 2004 [51]

1.4.2. Estrategias para favorecer la regeneracion nerviosa

Cuando los métodos de neuroproteccion no son lo suficientemente efectivos se
recurre a las estrategias para favorecer la regeneracion nerviosa. A continuacion y
en la tabla 3 se muestran las diferentes técnicas empleadas para recuperar las
células neuronales perdidas después de una lesidon de la médula espinal.

Los biomateriales actualmente utilizados como estrategia para favorecer la
regeneracion nerviosa incluyen la ingenieria de tejidos y la liberacion de drogas
para reparar el dano medular. En este contexto los polimeros se han empleado
como canales, guia o vehiculos de liberacion; ademas se han usado como
estrategia de neuroregeneracion y neuroregeneracion [s2] (53 (54]-
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Para la regeneracién de la médula espinal es importante la regeneracion de los
axones para reparar el dafio medular ;s; para lo cual; se ha hecho uso de:

a) Biomateriales degradables:

@ Colageno: los implantes de colageno en modelos de LPSCME han
demostrado vascularizacion en el implante, induccién del recrecimiento
de pocos axones mielinizados [s5 557 Y recuperacion funcional. Sin
embargo, la muerte de los animales a las 12 semanas después de la
colocacion del implante fue del mas del 40%, lo cual sugiere la
posibilidad de citotoxicidad [s7).

@ Fibronectina: A pesar de que la fibronectina contiene factores
neurotroficos (proteinas con multiples funciones que permiten la
supervivencia neuronal, proliferacion, migracion y diferenciacion,
crecimiento axonal y plasticidad sinaptica), los implantes de esta no han
estimulado el crecimiento axonal en lesiones medulares, por lo tanto; el
uso de esta estrategia no es prometedora en LTME sg;.

@ Agarosa. Las esponjas o geles de agarosa han demostrado actuar como
guia en axones amputados y han reducido la produccién de astrocitos
59] [60]- Sin embargo, uno de lo mayores problemas con la agarosa
comercial son las impurezas mitogenicas (mitogenic) y citotéxicas, por lo
que requiere de un proceso de ultra purificacion antes de su uso [s1].

@ Acido Hialuronico. Los transplantes de cultivos embrionicos
(embrionarios) de tejido de la medula espinal fijados en acido hialuronico
han mostrado una ligera recuperacion funcional en modelos de LPCME

[62]-

@ Polietilenglicol (PEG). Los implantes de PEG han demostrado
propiedades de neuroproteccion caracterizada por detener el dafio en la
membrana celular, por la supresion del estrés oxidativo g3; ¥ una ligera
recuperacion funcional después de una lesion medular [s3; (54 (4] [65]-

b) Biomateriales no degradables.

@ Poly (2-hidroxietil metacrilato) o poli (2- hidroxietil metacrilato-co- metil
metacrilato) (PHEMA/PHEMA-MMA). Los implantes del hidrogel
PHEMA-MMA en combinacion con diferentes neurotrofinas (neurotrofin-
3 o FGF-1) y matrices (fibrina, colageno o metil celulosa) en lesiones
completa de la médula espinal han demostrado mejoria en la
regeneracion axonal en modelos de LPSCME gg.

18



Capitulo 1. Antecedentes

@ Poly/ [N-(2-hidroxipropil) metacrilamida] (PHPMA). El tratamiento con
implantes del hidrogel PHPMA han demostrado induccion en la
mielinizacion de axones caracterizada por la migraciéon de células de
Schwann en el sitio de lesion, reduccion de astrocitos y crecimiento
axonal [67] [68]-

No obstante la amplia gama de posibilidades terapéuticas disenadas para
promover el proceso de neuroregeneracion después de una LTME, los resultados
hasta el momento no han sido del todo satisfactorios, por lo que en la actualidad
se continuan haciendo propuestas con diferentes tipos celulares con
modificaciones genéticas especificas, empleando células precursoras 0 mas aun,
otro tipo de materiales como los polimeros semiconductores sintetizados por
plasma, con los que se han obtenido respuestas neuroregeneradoras importantes
pero parciales [7g) [79] por lo que la mejor opcion terapéutica podria ser el uso de
estrategias combinadas. Dadas sus caracteristicas particulares, una opcion
interesante, que hasta la fecha no ha sido explorada, podria ser el empleo de
polimeros semiconductores sintetizados por plasma y la aplicacién de EMBF.

Tabla 3. Tratamientos para favorecer el proceso de neuroregeneracién posteriores a una Lesion
Traumatica de la Médula Espinal

Tratamiento Efecto Referencia
Transplante de células gliales: | a) Favorecen la remielinizacion axonal. | Tessier-Lavigne y
a)Oligodendrocitos Expresan moléculas inhibitorias @ col.,2000 [69]

b) Astrocitos
c) Microglia

Transplante de células
embrionarias de los nucleos
del Rafe

Transplante de  neuronas

noradrenérgicas y
serotoninérgicas derivadas del
tallo cerebral de embriones.
Tejido fetal de médula espinal

Transplante de nervio
periférico
Células progenitoras

multipotenciales (stem cells)

afectando la regeneracion axonal.
b) Incrementa la remielinizacién y se
reduce la formacion de cicatriz glial en
la zona de lesion.

El  transplante de  astrocitos
inmaduros estimula la regeneracion.
¢) Produccion y secrecion de moléculas
citotéxicas que incrementan el dafo
medular y secrecidon de citocinas
benéficas y factores de crecimiento.

Regulan la  funcion  gabaérgica
manteniendo los niveles normales del
neurotransmisor.

Reinervacion y sinapsis

Crecimiento axonal tanto en la
interfase rostral como en la caudal.
Remielinizacién axonal y regeneracion
de la medula espinal.

Las células transplantadas migran
alrededor de la lesion y se diferencian
en neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos.

Recuperacion funcional
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Jeffery et al., 1999 [70]

Robchevsky y col.,1998
[71]

Dumouli y col.,2000 [72]

Gimenez y col.,1998 [73]

Bamber y col.,2000 [74]

Salgado-Ceballos y
col.,1998 [75]

Menei y col.,1998 [76]
McDonal y col.,1999 [77]
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Fibroblastos modificados = Proliferacion de oligodendrocitos McTigue y col.,1998 [78]

geneticamente Remielinizacién axonal

4-Aminopiridina Favorece la conduccion de los impulsos | Grijalva y col.,2003 [79]
nerviosos en los axones sobrevivientes

Implantes poliméricos Favorecen la proteccion del tejido Olayo Ry col.,2007 [53]

sintetizados por plasma nervioso. Alvarez AL y col., 2004 [54]
Favorecen la recuperacion funcional.

Campos magnéticos Favorecen la recuperacion motora Poirrier AL y col.,2004 [80]

1.5. Polimeros semiconductores y sintesis.

Los polimeros semiconductores son aquellos materiales organicos formados por
largas cadenas de hidrocarburos con dobles enlaces alternos o conjugados que
permiten el paso de un flujo de electrones; tienen propiedades similares a las de
los plasticos, metales y/o semiconductores, reemplazado a una gran cantidad de
materiales en un sin numero de aplicaciones tecnolégicas que involucran el
transporte de cargas eléctricas.

1.5.1. Polimeros semiconductores

Los polimeros semiconductores fueron descubiertos por accidente a principios de
la década de los anos 70, por Hideki Shirakawa estudiante del Instituto
Tecnoldgico de Tokio, confundié las cantidades requeridas en la formula para
obtener poliacetileno y afadid mil veces mas catalizador que el requerido. El
producto que obtuvo fue una pelicula lustrosa con apariencia de aluminio y al
mismo tiempo plegadiza como plastico para envoltura; dicho producto presentaba,
ademas, una conductividad inusualmente elevada. En el afio 2000 Shirakawa,
Heeger y MacDiarmid, fueron distinguidos con el premio Nobel de quimica por
dopar el poliacetileno con vapor de iodo aumentando su conductividad en 10® de
VEeCes [g1].

Este aumento en la conductividad se debe principalmente a una técnica
denominada dopado la cual consiste en agregar atomos con estructura y
propiedades diferentes g

Aunque no se conozcan aun con precision los mecanismos fisicos que convierten
los polimeros en semiconductores, la pureza y la organizacion de las cadenas
poliméricas parecen tener mucha importancia g. Sin embargo, se conocen
algunos factores que afectan la conductividad: la organizacion estructural del
polimero, el porcentaje de dopado, la asimetria del polimero, etc.
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Los metales y los semiconductores inorganicos son diferentes a los polimeros
semiconductores debido a que estos provienen de un conjunto de atomos mas o
menos ordenado en tres dimensiones. En cambio, los polimeros semiconductores
son moléculas cuya disposicién atdmica no puede cambiar sin que la molécula
altere profundamente sus propiedades. De hecho, las aplicaciones tecnoldgicas de
estos materiales se basan en propiedades derivadas y no en la conductividad
intrinseca, que aun hoy es menor que la de los metales. En ello se cumple una
regla permanente de la tecnologia de materiales segun la cual no existen
reemplazos de materiales sino un redisefio de la dupla material-sistema. Otro
factor que diferencia a los polimeros semiconductores de los materiales
inorganicos es que estan constituidos por carbono, con pocos elementos
adicionales (Nitrogeno,Oxigeno,Hidrogeno,Azufre). Como consecuencia de ello, su
disponibilidad en la Tierra es casi infinita ya que pueden fabricarse a partir de
petréleo, gas, carbon o biomasa. Los metales y semiconductores, con pocas
excepciones son materiales escasos y cuya disponibilidad es finita. Ademas,
muchos metales y semiconductores son toxicos y/o provocan dafios ambientales.
Por el contrario, los polimeros semiconductores son degradables. Por otra parte, la
cantidad de materiales diferentes que pueden producirse a partir de metales y
semiconductores inorganicos esta determinada por la suma de los materiales
puros y sus aleaciones. Esta es necesariamente limitada. Contrariamente, la
cantidad de compuestos organicos diferentes que se pueden sintetizar es
técnicamente infinita. En la Tabla 4 se muestra una comparacion de las
propiedades de materiales inorganicos (metales, semiconductores) y polimeros
semiconductores [g3;.

Tabla 4. Comparacién entre las propiedades de los materiales electrénicos inorganicos y los
polimeros conjugados.

Propiedad Material inorganico Polimeros conjugados
(metales y semiconductores) (polimeros semiconductores)

Conductividad Alta Baja
Estructura Atémica Molecular
Resistencia térmica Buena Pobre
Resistencia quimica Buena Pobre
Procesabilidad Mala Buena
Efectos quanticos Grandes Inexistentes
Limites nanométricos Existen No existen
Diversidad Limitada Infinita
Disponibilidad Limitada Infinita
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La Figura 11 muestra un grafico comparativo de las conductividades de diversos
materiales, incluyendo polimeros semiconductores. Como se observa, las mas
altas conductividades de polimeros semiconductores (ca. 10.000 S/cm) son
similares a las del aluminio. Sin embargo, estas conductividades se han medido en
materiales muy puros y de poca estabilidad quimica (poliacetileno). Los valores
para polimeros estables en condiciones normales son menores (< 1000 S/cm).
Esto indica que no se veran cables poliméricos en un fututo cercano. Sin embargo,
cuando las dimensiones del conductor son muy pequefias o se debe compatibilizar
el material conductor con una matriz no conductora, estos materiales pueden ser
usados [g3).
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Figura 11. Grafico comparativo de conductividades de diferentes materiales.
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Los polimeros semiconductores y los polimeros presentan algunas semejanzas
estructurales, ambos se basan en procesos moleculares por lo cual el tamafo de
las moléculas es importante; sin embargo, sus propiedades pueden ser muy
diferentes, varian con el tipo de mondmero, al acomodo de los atomos que
constituyen las moléculas y al método de sintesis del monémero organico.

1.5.2. Métodos de sintesis de polimeros
semiconductores.

Los polimeros semiconductores nos ofrecen multiples ventajas debido a las
formas en las cuales las cargas eléctricas se pueden mover a través de la
estructura del material global o localmente y a la variedad de métodos en que
pueden ser sintetizados (4] g5)-

1.5.2.1. Método quimico

El método quimico para la sintesis y dopado de polimeros semiconductores,
consiste de una solucién de un monémero que es oxidado con una molécula cuyo
potencial corresponde al potencial de oxidacidon del mondmero, formando un
precipitado de polimero semiconductor. La presencia de otras sales mejora las
propiedades del polimero al favorecer su oxidacion reversible.

1.5.2.2. Método electroquimico

El método electroquimico es anadlogo a la oxidacién quimica; se genera una
pelicula de polimero semiconductor sobre un substrato metalico en una celda
electroquimica que contiene el mondmero, el solvente y la molécula dopante, la
polimerizacion ocurre por oxidacién a través de una corriente eléctrica. La via
electroquimica permite controlar los parametros de sintesis (corriente eléctrica,
concentraciones, electrodos, temperatura, etc) por lo que es posible obtener
polimeros con propiedades altamente reproducibles.

1.5.2.3. Método de polimerizaciéon por plasma

La polimerizacion por plasma es método que consiste en la formacion de
materiales poliméricos bajo la influencia de un gas parcialmente ionizado (plasma)
i86)- EI plasma se puede obtener de una sefial de radiofrecuencia, por microondas,
laser, etc.
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1.6. Polimerizacion por plasma

El plasma se compone de toda una serie de particulas altamente reactivas: iones,
e, fotones, moléculas en estados electronicos excitados, atomos y especies
neutras [861[87]-

El proceso de polimerizacion por plasma se lleva a cabo bajo condiciones de vacio
en una camara de reaccién donde se introducen los reactivos (mondémero y
dopante) en estado gaseoso y se ionizan por la influencia de un campo magnético
generado por la diferencia de potencial entre dos electrodos. El polimero se forma
a partir de las particulas de los reactivos activadas por el plasma. Las particulas
ionizadas al interaccionar con la superficie de un sustrato la recubren depositando
una pelicula delgada de material. Figura 12.

Camara de Vacio
Gases de
proceso /""ﬂ:FH bt ERERGIA

Superficie
e 3 }'_I" modificada
Productos de -
descomposicion ™
e

Pieza a trabajar -

Figura 12. Esquema del proceso de polimerizacion por plasma.

La polimerizacion por plasma no requiere de intermediarios quimicos para que
ocurra la oxidacién. La oxidacidon es promovida por el impacto de los €’ libres que
se encuentran a lo largo del campo eléctrico que colisionan con las moléculas del
MONOMETrO [gg).

1.6.1. Ventajas de la polimerizacion por plasma

@ La polimerizacién por plasma comienza su reaccion en fase gaseosa,
por lo que no necesita de agentes externos para que ocurra la
polimerizacion gg;.

@ La generacion de especies reactivas es promovida por el impacto de los
electrones libres y las moléculas del monémero [sg).
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@ Al sintetizarse el polimero ocurre ramificacion y entrecruzamiento con
otras cadenas modificando las propiedades quimicas y fisicas de los
materiales gg).

@ El polimero se deposita sobre cualquier superficie expuesta al plasma y
recubriéndola en su totalidad.

@ Debido a que los materiales sintetizados por plasma son sometidos a
energias electromagnéticas, bajas presiones y a altas temperaturas
electronicas tanto el material como la superficie expuesta al plasma se
esterilizan.

@ El espesor de la pelicula y la cantidad de material depositado se controla
con el tiempo de reaccion

@ Las materiales creados y/o tratados por plasma ofrecen atractivas
posibilidades en el desarrollo de nuevos. biomateriales, y mejoran la
multifuncionalidad de dispositivos ya existentes ggj9g).

@ Los biomateriales sintetizados y/o tratados por plasma son
reproducibles, con un tiempo de vida razonable, econdémicos, etc.

1.7. Polimeros semiconductores en aplicaciones
biomédicas

Los materiales sintéticos o naturales usados en aplicaciones biomédicas y
destinados a interaccionar con sistemas bioldégicos se conocen como
biomateriales, los cuales han sido exhaustivamente investigados por grupos
académicos y por la industria, generando un gran interés para la ciencia o).

Los biomateriales se implantan con el objetivo de reemplazar y/o restaurar tejidos
y sus funciones, lo que implica que estan expuestos temporal o permanentemente
a fluidos del cuerpo, por lo cual, el éxito de un biomaterial depende de 3 factores
principales: 1) biocompatibilidad, es decir, que la interfase implante-tejido
biolégico no sea toxica, que no produzca efectos nocivos como: respuesta
inflamatoria cronica y reaccién a cuerpos extranos, 2) que efectué todas la
funciones para las que ha sido disefado y 3) que tenga un tiempo de vida
razonable. Por lo tanto, es muy importante disenar materiales (naturales o
sintéticos) con propiedades vy caracteristicas especificas que funcionen
adecuadamente en el medio bioldgico que los rodea; sin embargo su obtencion es
dificil.

El plasma nos ofrece un método efectivo para la generacidn de nuevos
biomateriales y/o el mejoramiento de los ya existentes (92 (937 (Tabla 4 ). El
tratamiento por plasma puede modificar las caracteristicas de las superficies; los
cambios pueden ser quimicos, eléctricos, Opticos, bioldgicos, mecanicos, efc;
permitiendo el uso de estos en diferentes areas de investigacion g (Tabla 5)
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Tabla 5. Diferentes implantes médicos generados y/o tratados por plasma

Implantes médicos usados en los Estados Unidos

Aplicacién
Protesis vasculares
Recubrimiento compatible
con la sangre
Lentes intraoculares
Lentes de contacto
Bases para cultivos celulares
Electrodos
Oxigenadores de sangre
Hemoperfusion

Catéteres
Modelos superficiales para
exploracion de sistemas
biolégicos

Injertos vasculares
Prétesis de cadera y rodilla
Valvulas cardiacas

Stents cardiovasculares
Implantes de pecho
Implantes dentales

Marcapasos
Dialisis Renales
Dispositivos de asistencia

ventricular izquierda

Cantidad usada por afio
75,000
30°455,000

2'700,000
30,000,000
No especificado
No especificado
No especificado
No especificado
200°000,000
No especificado

250,000
500,000
80,000
>1,000,000
192,000
300,000
130,000
16,000,000
>100,000

Tabla 6. Areas de investigacion y aplicacién de biomateriales tratados con plasma

Area de investigacion

Superficies compatibles con sangré

Superficies no contaminantes
Ingenieria de tejidos y cultivos celulares
Esterilizaciéon  de
dispositivos
Biosensores
Dispositivos aislantes y/o intercambio

equipo  quirdrgico y

Aplicacion de biomateriales tratados
con plasma.

Injertos  vasculares, catéteres, stents,
valvulas, membranas (p.e. para hemodialisis),
filtros (p.e. para separar células sanguineas),
inmovilizacion de  biomoléculas en
superficies.
Intraoculares, lentes de contacto, curacion de
heridas, catéteres, biosensores, etc
El crecimiento de células, produccion de
anticuerpos, injertos vasculares, etc.
Equipo de cirugia con filo, pinzas, etc

Inmovilizar moléculas en superficies
Liberacion de drogas, membranas de
intercambio  gaseoso,  dispositivos  de
proteccion, proteccién de corrosién, reduccion
de filtrado (p.e. aditivos, catalizadores,
plastificantes, etc)
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1.8. Campos magnéticos

En las ultimas décadas se ha estudiado la influencia de los campos magnéticos
(CM’s) en tejidos vivos y en la salud de los organismos, puesto que los CM’s
forman parte inevitable de nuestra vida cotidiana.

La utilizacion de CM’s tiene la ventaja de que es un procedimiento no invasivo y
permite ver los efectos que tienen estos, sobre los sistemas bioldgicos sin que se
le atribuya a otros factores no relacionados a dichos campos.

Los efectos generados por los CM’s en los sistemas bioldgicos dependen de la
intensidad del campo, del tiempo de exposicion y de la radiacion electromagnética
aplicada.

1.8.1. Espectro de radiacion electromagnética

El espectro de radiacion electromagnética (Figura 13) comprende, en funcién de la
longitud de onda o de la frecuencia: 1) las radiaciones ionizantes (frecuencias
comprendidas entre 10" y 10°Hz) y 2) las radiaciones no-ionizantes (frecuencias
1 a 10""Hz). Esta radiacion no-ionizante, por su parte se subdivide en radiaciones
opticas (frecuencias de 10'? y 10'"Hz) y los llamados campos electromagnéticos
(CEM’s) (frecuencias de 1 a 10"°Hz) (o4,

@ frecuencia, Hz >
@ < lonaitud de onda
no-ionizante ionizante
— Longiud de —w
J onda 3 I e ] ; /_,-" ™ \\ ¥ \ \ ."' |Irl1|-1|.
S~— p— A VARV R AL
. radio infrarroje | | ultra violeta Rayos Gamma
TIPO DE. Frecue:mls — - - - ’
RADIACION extr emadamente .
bajas microondas Rayos-X
- - —_—
visible
I .
FUENTES lireas radio Ap radio microondas | radiacion AFCO FEYOS-X rugme?
de poder FMy TY decalor  desoldar  enmedicing radioactivas

=2 ECE

Figura 13. Espectro de radiacion electromagnética
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La necesidad por saber los efectos generados por las radiaciones no-ionizantes
del tipo campo electromagnético (CEM) da lugar a la ciencia denominada
bioelectromagnetismo, la cual valora, estudia y profundiza sobre el impacto que
tienen estos campos en los seres bioldgicos.

1.8.2. Bioelectromagnetismo

El biolectromagnetismo es una ciencia interdisciplinaria de moderna aceptacion.
Etimolégicamente esta comprendida dentro de las ciencias biologicas, con
grandes aplicaciones en medicina y otras ciencias experimentales jo4).

La principal actividad del bioelectromagnetismo, se dirige a realizar
investigaciones de caracter basico, sobre los efectos que la estimulacidon
magnética de baja frecuencia (EMBF) tiene sobre determinados tejidos. En el
presente trabajo estudiamos el efecto que tienen la EMBF sobre el tejido medular
de ratas.

1.8.3. Campo Electromagnético

Las ecuaciones de Maxwell describen los fendmenos electromagnéticos. Maxwell
reunié en estas ecuaciones las leyes de electricidad y magnetismo, debidas a
Gauss, Ampere y Faraday, unificando el campo eléctrico £ y magnético B en un
solo concepto: el CEM.

La ley de Gauss sefiala que el flujo eléctrico E-d4 a través de una superficie
cerrada S que rodea a una carga neta Q es proporcional a la carga. En otras
palabras, el numero de lineas de campo eléctrico que salen de la superficie
depende solo de la carga neta dentro de ella. Esta propiedad se basa solo en el
hecho de que las lineas de campo eléctrico se originan y terminan en cargas
eléctricas.

@.d;lzg

So
donde €, es la permitividad eléctrica del espacio libre.

La situacidn es diferente para los campos magnéticos, los cuales son continuos y
forman circuitos cerrados. En otras palabras las lineas de campo magnético no
comienzan o terminan en cualquier punto. Ademas el numero de lineas que entran
en una superficie es igual al numero que sale de la misma, por lo que el flujo
magnético neto es cero.
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En base a lo anterior, la ley de Gauss del magnetismo establece que el flujo
magnetico B-dA neto a través de cualquier superficie S cerrada es siempre cero.

§E-d21=0
S

Si bien, las leyes de Gauss describen por separado a los campos magnéticos y
eléctricos. Las leyes de Ampere y Faraday nos muestran la interaccion que tienen
estos campos entre si.

Para calcular los campos magnéticos generados por cargas en movimiento se
puede utilizar la ley de Ampere, la cual establece que la integral de linea del
campo magneético B-ds alrededor de cualquier trayectoria cerrada es igual a uol:

§Z§-d§=,u01

donde / es la corriente estable total que pasa por cualquier superficie delimitada
por la trayectoria cerrada y Ho= 47x107 T.m/A es la permeabilidad del espacio

libre.

Sin embargo esta ley sélo es valida si el campo eléctrico es constante en el
tiempo. Para esto Maxwell modifico la ley de Ampere, para incluir campos
eléctricos que varian en el tiempo y se denomina ley de Ampere-Maxwell.

La llamada Ley de Ampere-Maxwell, es la forma generalizada de la ley de
Ampere, la cual describe la creacibn de un campo magnético por campos y
corriente eléctricas: la integral de linea del campo magnético B alrededor de
cualquier trayectoria cerrada es la suma de o por la corriente neta a través de esa
trayectoria, y €puo por la rapidez de cambio del flujo eléctrico @ a través de
cualquier superficie delimitada por esa trayectoria.

dD,

§§-d§:,uol+,uo €

Esta ley describe el hecho de que los campos magnéticos son producidos tanto
por corrientes de conduccidon como por campos eléctricos variables.

La ley de induccion de Faraday, la cual describe la creacion de un campo eléctrico
por un flujo magnético variable. Esta ley establece que la fuerza electromotriz

(fem), que es la integral de linea del campo eléctrico E alrededor de cualquier
trayectoria cerrada, es igual a la rapidez de cambio del flujo magnético @5 a través
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de cualquier area de la superficie delimitada por esa trayectoria. Una
consecuencia de la ley de Faraday es la corriente inducida en una espira
conductora situada en un campo magnético que cambia en el tiempo.

dD,
dt

§E-d§=—

1.8.3.1. Ondas electromagnéticas

A excepcion de la gravedad, todas las manifestaciones de la vida sobre el planeta
tienen su origen en la fuerza electromagnética (electricidad y magnetismo). Como
extension de la materia donde se manifiestan estas fuerzas estan los campos
eléctricos y magnéticos. Un campo magnético variable genera un campo eléctrico
asimismo variable, segun la ley de induccién electromagnética de Faraday. Del
mismo modo, un campo eléctrico variable da lugar a un campo magnético variable
como consecuencia de la ley de Ampere-Maxwell. En ambos casos, los campos
correspondientes generados se relacionan con el campo promotor a través del
flujo de campo. Estos campos son interdependientes, de tal forma que se suele
hablar del CEM unico. Las variaciones de campo que se producen en un punto del
espacio se transmiten a todo él en forma de onda electromagnética que se
propagan por el espacio a la velocidad de la luz en el vacio c

(c :1/1/;10 €, =3.00x10°m/s).

Los CEM’s producidos en el organismo humano poseen diversos aspectos de
aplicaciéon y son la base del bioelectromagnetismo médico. Se puede afirmar que
en el mundo fisico esta compuesto de dos entes basicos: objetos materiales
(cuerpos sdlidos, liquidos y gaseosos) y ondas. Hablando en términos generales,
una onda es energia pura en movimiento [o4).

Una onda electromagnética es un tipo de radiacién en forma de onda que se
caracteriza por poseer dos campos: un campo eléctrico y otro magnético,
oscilando perpendicularmente entre si.

A diferencias de otras ondas (sonido, sismicas, etc) las ondas electromagnéticas
no necesitan un medio para propagarse, pudiendo correr libremente por el vacio.
Las radiaciones electromagnéticas son entes que viajan por el espacio creando un
campo eléctrico oscilante asociado a un campo magnético también oscilante.
Estas constituyen el también llamado espectro de radiacion electromagnética
(Figura 13).
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1.8.4. Interaccion del campo magnetico con los sistemas
bioldgicos

Cuando un campo electromagnético interacciona con un tejido, una parte de la
onda electromagnética es reflejada, una parte absorbida y una parte transmitida.
Estas fracciones de energia dependen de la frecuencia del campo
electromagnético, de la geometria del objeto biolégico, de su permeabilidad
eléctrica €, de la conductividad eléctrica d y de la permeabilidad magnética p [g4;.

La € y la & de un tejido varian con la frecuencia del CEM aplicado: & aumenta al
aumentar la frecuencia mientras que € disminuye. Para los tejidos de contenido
lipidico la ® y € son mas bajos por el menor contenido de agua y de iones [g4).

El fendbmeno mas importante que sucede en un tejido biolégico expuesto a un
CEM es que surgen en él corrientes alternas (efectos magnetoeléctricos). A baja
frecuencia (v <600Hz) la membrana celular actia como aislante y las corrientes
inducidas por la exposicion al CEM pasan al liquido extracelular, esto explica la
baja ® de los tejidos cuando son sometidos a EMBF. El aumento de la & cuando
aumenta la frecuencia se debe a una disminucion de la resistencia en la
membrana celular, como consecuencia de cambios estructurales por la accién del
CEM, este hecho lleva a una implicacién del liquido intracelular en la & total del
tejido [94]-

1.8.5. Dosimetria

Una de las cuestiones mas delicadas a la hora de valorar los efectos biolégicos de
los CEM tiene que ver con la definicién de dosis.

En términos fisioldgicos, una dosis es la cantidad de un agente o producto que se
recibe en un tiempo determinado. Esto, esta perfectamente definido para los
farmacos, pero para los campos magnéticos (CM’s) no es tan facil; ya que no se
conoce con certeza que aspecto del campo magnético (CM) produce un efecto
sobre la salud de un ser vivo. En realidad no se sabe que es lo que puede ser
fundamental: si es el nivel medio de exposicién diario, si solo son importantes las
exposiciones por encima de cierto valor umbral o si, por el contrario, lo que en
verdad hay que tener en cuenta es el numero de veces en que se entra o sale de
un CEM. O bien, que intensidad de campo es la indicada para producir efectos o
de la direccion del campo inducido 4.
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1.8.6. Efectos térmicos y no térmicos

Los efectos bioldgicos producidos en los seres vivos por los CEM’s dependen de
la cantidad de energia absorbida por los organismos. En una primera clasificacion
se dividen en dos tipos: efectos térmicos y efectos no térmicos [g4).

1.8.6.1. Efectos térmicos

Al ser muy baja la energia de los CEM’s, los fotones absorbidos no tienen
suficiente poder energético para ionizar a las moléculas, pero si son capaces de
transformarse en energia rotatoria, aumentando la energia cinética molecular y
produciendo asi calentamiento, este incremento de la temperatura corporal se
distribuye irregularmente, dependiendo en gran medida del contenido en agua de
cada tejido, y como consecuencia de ello se establecen gradientes térmicos en el
interior de los organismos [g4).

Si el calor excede la capacidad de disipacion del sistema se produce hipertermia,
que puede llegar a ocasionar lesiones locales como quemaduras, necrosis y
muerte tisular jo4).

Al no ser uniforme la absorcion de calor, es dificil saber cuantos gradientes
térmicos son inducidos en o6rganos profundos del cuerpo como estimulos que
alteren la funcién normal, tanto del érgano calentado como de otros 6rganos del
sistema, con lo que a partir de una accién primaria de calentamiento se pueden
producir otros efectos indirectos en otros 6rganos distantes.

Para que se produzcan efectos térmicos es necesario que el cuerpo expuesto
tenga como minimo una dimension que sea la décima parte de la onda incidente;
aplicado al cuerpo humano, significa que los efectos térmicos producidos en la
banda de frecuencias inferiores a 15MHz (longitudes de onda superiores a 20m)
son despreciables [g4).

1.8.6.2. Efectos no térmicos

Es dificil establecer un limite entre los efectos térmicos y no térmicos, debido a
que en lo seres vivos todo esta relacionado. Los efectos no térmicos son aquellos
que son producidos por mecanismos distintos al calor. Dentro de los cuales
podemos mencionar: alteraciones en la transmision genética, alteraciones en el
comportamiento, interferencias directas con procesos bioeléctricos en 6rganos que
muestran una actividad eléctrica modulada, etc. o4).
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1.8.7. Efecto del campo electromagnético sobre las
células y las biomoléculas in vitro

Los sistemas in vitro permiten la investigacién de los efectos de los CEM’s bajo
condiciones experimentales controladas, en donde se considera el flujo magnético
y eléctrico, la modulacién de la dosis promedio de la tasa de absorcion especifica,
la temperatura y la composicién del medio celular sometido a exposicion.

Los CEM’s disponen de una cantidad de energia por foton que es insuficiente
para provocar la destruccion de células, pero suficiente para provocar cambios en
su morfologia, metabolismo, reproduccion o duracion de la vida celular.

El efecto de la EMBF ha sido estudiado en diferentes sistemas y tipos de células,
Entre las células estudiadas se encuentran las células cromafines suprarrenales
y células PC12 derivadas de feocromocitomas (tumores de la médula
suprarrenal). jos96) De tal forma que al someter a las células a EMBF se inducen
cambios morfolégicos y bioquimicos (g7}, sSimilares a los producidos por el factor de
crecimiento nervioso (FCN) vy otros factores troficos [ggjeq). Las células cromafines
y PC12 liberan diferentes neuropetidos como catecolaminas, serotoninas, etc.
Estos neuropetidos han presentado cambios al estimularlos magnéticamente (100;.
Muchas teorias sugieren que los cambios que se presentan por el mecanismo de
interaccion sistema biolégico-EMBF son debido a los cambios generados en el
transporte de iones (101 102 (103 Debido a la importancia que tiene el Ca™
fisiologicamente y a su relaciéon con los cambios de membrana, el efecto de la
EMBF sobre el flujo del Ca*™ ha sido estudiado. Morgado-Valle Consuelo, 1998
estudio el papel de los canales de Ca*" en el crecimiento neuronal en cultivos de
células cromafines (CCC) y demostré que los cambios de conductividad en el
transporte de iones de Ca™ son consecuencia de el efecto de la estimulacién
sobre las células 7. Por otro lado se ha demostrado que la EMBF sobre CCC y
celulas PC12 presenta crecimiento neuronal similar al FCN [104j105)-

Azanza y col, 1998 aplicaron CEM’s (0.3-0.72T) en neuronas de los ganglios
cerebroideos de Helix aspersa y observaron una disminucion progresiva de la
frecuencia de la actividad bioeléctrica neuronal con el incremento de la intensidad
del CEM aplicado. Incluso llegé a producirse una inhibicion total de esta actividad
cuando se aplica un CEM de 0.575T [106}. Al aplicar 0.3T comprobo que el 70% de
las neuronas dan una respuesta rapida y especifica mediada por el Ca™ vy
caracterizada por la variacion de la frecuencia: de ellas el 50% aparecen inhibidas
y el 20% estimuladas bajo la accion del CEM. Por su parte el otro 30% exhibe
respuestas de caracter lento e inespecifico (no mediatizadas por el Ca™) y
caracterizada por la disminucidn de la amplitud de los potenciales bioeléctricos
ademas de las variaciones de frecuencia 107;.
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Los CEM’s inciden en la alteracion de movilizacion de Ca™* citosélico inducida por
el campo aplicado, de este modo parece evidente que los CEM’s son
responsables de un incremento en la concentracion citolica del Ca™ libre (107;.

También se ha propuesto que la EMBF pueden modificar el proceso de
recombinacién de algunos radicales libres relevantes biolégicamente los cuales
influyen en varios procesos bioldgicos (o109 Por otro lado, se cree que las
sefales eléctricas pueden influir en las caracteristicas morfologicas y en la
conectividad funcional durante el desarrollo del sistema nervioso y en eventos
neoplasicos, como en la sintesis de neurotransmisores (110111}, €xpresion de
receptores de neurotransmisores 112113}, direccion y tasa de crecimiento neuronal
[114)115]1116] Y formacion y patrones de conexiones sinapticas 117)11s]-

1.8.8. Efecto del campo magnético sobre el sistema
nervioso in vivo

Aunque se sabe que una de las principales causas que dificultan la regeneracion
de la médula espinal es el bloqueo de células por causa de los mecanismos de
dafio secundario desarrollados en el sitio de la lesion (Ver 1.3.2.); se han utilizado
CM’s pulsados para intentar reparar lesiones de médula espinal y para acelerar la
regeneracion espontanea en lesiones de nervio periférico. Sin embargo no todas
las intensidades de CM vy la direccidon del mismo tienen efecto sobre la
regeneracion periférica, ni producen cambios en lesiones espinales [11g;.

Cuando se utilizan CM’s sobre la regeneracién nerviosa su efecto depende del
arreglo de bobinas y de la direccion del campo sobre el sitio de la lesion [11g.
Walter et al, 2004 aplicaron un CM pulsante paralelo en lesiones del nervio ciatico
de ratas y no obtuvieron cambios ni mejoras en el sitio de la lesion y creen que los
resultados no fueron exitosos debido al uso de una intensidad de campo
inadecuada y a la direccion del campo en paralelo en lugar de perpendicular [12q;.
(Figura 14 y 15)

Greenebaum et al, 2007 compararon dos direcciones de CM pulsante:
perpendicular y paralela (Figura 14 y 15) para acelerar la regeneracion
espontanea de nervios periféricos lesionados y para reparar LTME. Demostraron
que los CM’s inducen corrientes en un plano perpendicular a la direccién del
campo y que la baja conductividad de la membrana externa protectora de la
médula espinal (duramadre) o de la capa mielinica del los nervios periféricos
pareciera limitar la induccion del campo eléctrico y la corriente a la médula espinal
o al nervio 11q).
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Los CM perpendiculares (Figura 14) al tronco nervioso inducen flujos de corriente
paralelos a las fibras nerviosas, que cruzan solamente los extremos de la region
del campo o las obstrucciones eléctricas, asi como el sitio de lesidn. La induccion
de corriente es mas fuerte fuera de los extremos de la region del campo que
dentro de la region; en el centro es cero [121]. En el caso de los CM paralelos al
tronco nervioso (Figura 15) con un par de bobinas circundantes al area afectada
induce campos eléctricos y corrientes perpendiculares a la direccion de
crecimiento deseada. Los campos perpendiculares generados por un par de
bobinas Helmholtz inducen corrientes y campos eléctricos en direccion del
crecimiento de las fibras nerviosas. Sin embargo, no hay que olvidar los
mecanismos que afectan generalmente a la direccion de los iones, enzimas vy
otros procesos de la membrana en ambos casos.

Marijan Bervar, 2005 aplico un CM de 0.5mT a 50HZ perpendicular (Figura 14-B)
en lesiones por seccion y contusién del nervio ciatico de rata. Demostré que los
animales con estimulacién magnética tienen una débil pero mayor recuperacion
funcional que los grupos control. El modelo por contusion (diferencia estadistica
significativa p=0.0030) tuvo una mejor recuperacion que el modelo por seccion
(diferencia estadistica significativa p=0.0117) 122;.

Por otro lado se ha comprobado que la estimulacion magnética repetitiva
trancraneal (EMRT) promueven la regeneracion axonal in vivo. EMRT fue utilizada
en lesiones medulares por compresién a nivel toraxico T4 -5y T10 -11 en ratas
adultas. Se demostro que los animales con lesiones toraxicas bajas (T10-11)
presentan mejor recuperacion funcional que el grupo control. Sin embargo
aquellas que tiene lesiones toraxicas altas (T4-5) tienen menor recuperacidén que
los grupos control (gq;.

Induccién de corriente l_ Induccion de corriente
( ISP o=
Tronce Mervioso Tronce Mervioso

Figura 14. Arreglos del campo magnético perpendiculares al tronco nervioso
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Figura 15. Arreglo del campos magnético paralelo al tronco nervioso
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2. Justificacion

Los accidentes automovilisticos, las caidas, los sucesos violentos y la practica
de deportes extremos entre otros son causantes de LTME, presentandose al
afio alrededor de 40 nuevos casos por millbn de habitantes y afectando
principalmente a la poblacion econdmicamente activa (16 - 38 afios de edad)
con repercusiones fisicas, emocionales y econémicas.

En la actualidad no existe un tratamiento efectivo para reestablecer la funcion
neuroldgica; debido a la complejidad para detener la cascada de eventos
fisiopatolégicos que se presentan despuées de una LTME. En los ultimos afios
se han desarrollado diferentes estrategias terapéuticas para preservar la
funcidn neuroldgica y otras mas para reestablecerla. Entre las estrategias para
reestablecer las funciones perdidas destaca el uso de diferentes biomateriales,
con los que se han obtenidos ciertos beneficios, pero limitados, debido a las
caracteristicas fisico quimicas de los materiales empleados. En base a lo
anterior, en el presente trabajo proponemos el uso de biomateriales con
caracteristicas diferentes a los utilizados hasta la fecha, puesto que el método
de sintesis por plasma utilizado en este trabajo permite obtener materiales
libres de impurezas y quimicamente estables. Con el fin de incrementar el
efecto benéfico obtenido en un estudio previo con dichos biomateriales el
presente trabajo propone la utilizacion simultanea de materiales poliméricos
derivados del pirrol y estimulacion con campos magnéticos de baja frecuencia
ya que tanto en estudios in vitro como en otros modelos experimentales han
demostrado su capacidad para estimular el crecimiento celular y neuronal.
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3. Hipotesis y Objetivos

3.1. Hipotesis

El tratamiento combinado de un implante de polimero semiconductor y la
aplicacién de estimulacion magnética de baja frecuencia después de una lesién
por seccion completa de la médula espinal tendr4 un efecto sinergico sobre la
regeneracion axonal y la recuperacion funcional con respecto al uso de estas dos
estrategias terapéuticas por separado.

3.2. Objetivos

General:

@ Estudiar si el efecto combinado de diferentes implantes poliméricos
derivados del pirrol sintetizados por plasma mas la aplicacion de EMBF
tiene un efecto sinergico en comparacion al uso de los tratamientos por
separado en un modelo de lesién por seccion completa de la medula
espinal.

Particulares:

@ Evaluar el efecto de diferentes implantes de polimero semiconductor
sobre la regeneracion axonal y la recuperacion funcional después de
una lesién por seccion completa de la médula espinal.

@ Evaluar el efecto de los campos magnéticos de baja frecuencia sobre la

regeneracion axonal y la recuperacion funcional después de una lesion
por seccién completa de la médula espinal.
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& Evaluar el efecto del tratamiento combinado de diferentes implantes
poliméricos derivados del pirrol sintetizados por plasma mas la
aplicacion de campos magnéticos de baja frecuencia sobre la
regeneracion axonal y la recuperacion funcional después de una lesion
por seccion completa de la médula espinal.
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4. Variables

4.1. Variables dependientes

@ Funcidén motora. Se refiere a la capacidad para mover las extremidades
posteriores y se evalla mediante la escala BBB la cual esta conformada
por 22 puntos donde O indica la ausencia de movimiento y 21 es una
marcha normal.

@ Tejido preservado. Se refiere a la cantidad de tejido sobreviviente en el
epicentro de una lesion después de un tiempo determinado y se evalla
mediante técnicas histologicas y morfometricas utilizando un sistema
computarizado.

@ Niveles de calcio. Se refiere a la concentracion de calcio circundante en
la sangre y se evalla mediante espectrofotometria de absorcion
atomica.

4.2. Variables independientes

@ Lesion por seccion completa de la médula espinal. Se refiere a un
modelo de estudio caracteristico de lesiones medulares y se produce
mediante procedimiento microneuroquirdrgico, cortando la totalidad de
los axones a nivel toracico 9.

@ Implante polimérico semiconductor. Biomaterial utilizado en aplicaciones
medicas el cual; se sintetiza mediante el método de polimerizacion por
plasma.

@ Tratamiento con estimulacion magnética de baja frecuencia. Técnica

utilizada para estimular la regeneracion celular y neuronal la cual se
genera mediante un arreglo de bobinas Helmholtz.
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5. Material y métodos

5.1. Sintesis de los polimeros semiconductores y
fabricacion del implante

5.1.1. Sintesis de los materiales y parametros de
operacion del reactor

Usando la técnica de polimerizacion por plasma se depositaron en sustratos de
vidrio 3 peliculas delgadas de diferentes polimeros: Polipirrol (PPy), polipirrol/iodo
(PPy/l) y polipirrol/polietilenglicol (PPy/PEG). El espesor de cada pelicula fue de:
12.4um, 10.1 ym y 14.8 pm respectivamente. La polimerizacion se llevo a cabo en
un reactor tubular de vidrio de 9cm de diametro externo y 20cm de longitud. Los
parametros de operacion del reactor fueron: una radiofrecuencia de 13.5MHz,
potencia promedio de 18W, temperatura constante de 365K, a una presion
promedio de 1.5x10Torr con un potencial de 700V entre los electrodos. (Figura
16)
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Figura 16. Esquema del reactor de polimerizacién por plasma
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Todas las peliculas se sintetizaron con los mismos parametros de operacion del
reactor. Para sintetizar el polimero semiconductor PPy se utilizé el mondmero
Pirrol y se dejo fluir libremente dentro del reactor, mientras que para la sintesis del
polimero semiconductor PPy/l se empleo el monémero Pirrol y se dopo con iodo
en su fase de vapor y para la obtencion del PPy/PEG se utilizé el PEG en estado
liquido y se copolimerizo con el monémero Pirrol, en ambos casos los monémeros
se dejaron fluir libremente dentro del reactor. El tiempo total de sintesis para cada
muestra fue de 300min.

5.1.2. Fabricacion de los implantes

Las peliculas se despegaron del sustrato usando acetona grado reactivo y se
conservé 1cm? de la pelicula para su analisis. Posteriormente cada pelicula se
molié en un mortero de agata y se compactdé en una prensa mecanica a una
presion de 9 toneladas durante 10min para formar una pastilla (1cm de diametro y
0.1cm de espesor) similar a las que se usan para espectroscopia de FT-IR
(transformada de Fourier infrarrojo). Todo el proceso de compactacion se realizé a
temperatura ambiente.

El implante que se coloco en la médula espinal de las ratas fue una parte de la
pastilla que midié aproximadamente 3mm de diametro con un peso de 1ug.

5.1.3. Caracterizacion de los materiales

Para caracterizar los materiales se realizo un analisis por infrarrojo (FTIR), analisis
de difraccion de rayos-X, mediciones de conductividad bajo condiciones de
humedad relativa y analisis morfolégico para cada pelicula.

5.1.3.1. Analisis IR

Los espectros FT-IR de los polimeros se tomaron directamente de las peliculas
con un espectrofotdmetro Perkin-Elmer FT-IR-2000. Los espectros de IR de los
polimeros se muestran en la grafica 17-A.

El espectro de IR del PPy (Figura 17-B) muestra los picos caracteristicos del pirrol.
Las aminas estan presentes a los 3338 cm™. La absorcién y la contribucion
alrededor de los 1614cm™ lo cual corresponde a las aminas en la estructura del
pirrol. El intervalo de picos entre los 1000-500 cm™ contienen absorciones
correspondientes a los alquenos provenientes de algunos anillos rotos.
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La grafica 17-C muestra el espectro de IR de la pelicula de PPy/l. Aunque los
principales picos de las peliculas de PPy se encuentran presentes en el espectro
del PPy/l, existe una diferencia entre el PPy respecto al PPy/l, ya que los picos
estan presentes entre los 3600 y los 2400 cm™. Esta amplia zona comprende
muchas absorciones de los enlaces N-H, O-H y C-H en diferentes configuraciones.
Las bandas para una absorcion especifica pueden estar traslapadas en estos
picos. Los enlaces alifaticos C-H se localizan en los 2917 cm™ y los enlaces
aromaticos C-H se encuentran en los 3167 cm™.

La grafica 17-D muestra el espectro de IR del PPy/PEG. Al igual que en el PPy/I
el espectro del PPy/PEG presenta los picos caracteristicos de la pelicula de PPy.
Los picos que se encuentran entre los 400 y los 1200 cm™ contienen absorciones
correspondientes a alquenos provenientes de anillos rotos. El pico de los 2915
cm” pertenece a la saturacion de cadenas alifaticas C-H.
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Figura 17. Espectros de IR de los materiales poliméricos. (A) Representacion grafica de los espectros de IR
de los polimeros: PPy, PPy/l y PPy/PEG. (B) Anélisis de IR del PPy, (C) Analisis de IR del PPy/l y (C) Analisis
de IR del PPy/PEG
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5.1.3.2. Analisis de difracciéon de rayos-X

Para el analisis de difraccion de rayos-X de los polimeros PPy, PPy/l y PPy/PEG
sintetizados por plasma se us6 un sistema Siemens D5000.

La Figura 18 representa el patron de dispersion de rayos-X del PPy, PPy/l y
PPy/PEG. En las gréaficas identificamos dispersién que corresponde a espectros
caracteristicos de materiales amorfos donde no se presenta cristalinidad.

—— PPYPEG
—— PPy
PPyl

0.108V

0.080V

Cps

0.060V

0.040V

Figura 18. Analisis de difraccion de rayos-X

5.1.3.3. Caracteristicas eléctricas bajo condiciones de humedad

Debido a que el estudio de la conductividad en funcién de la temperatura es una
herramienta importante para investigar el transporte de carga en los polimeros
semiconductores, dicho analisis se realizé dentro de una camara sellada de vidrio
(Figura 19) en la que se hicieron las medidas de resistencia para conocer la
conductividad de los polimeros a diferentes condiciones de humedad relativa (HR)
a fin de interpretar su comportamiento al ser implantados.
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Figura 19. Dispositivo experimental para las medidas de conductividad

Para estimar la resistividad en funcién de la HR, a la camara se le vertié agua y se
introdujo un higrometro de pelo de caballo. La camara se calent6 de manera
uniforme a temperatura ambiente hasta el punto de ebullicién del agua con el fin
de que el material absorbiera el maximo de humedad y se hicieron las mediciones
(Tabla 6).

Tabla 6. Resistencia, resistividad y conductividad de los polimeros a diferentes condiciones de humedad
relativa

Polimero Humedad Resistencia Resistividad Conductividad
Relativa
PPy 50% 390MQ 35GQcm 28.57pS/cm
PPy 90% 16MQ 1.43GQcm 696pS/cm
PPy/I 40% 2.46MQ 243.36MQcm 4.1nS/cm
PPy/I 88% 8.5KQ 840.88KQcm 1.189uS/cm
PPy/PEG 35% G - e
PPy/PEG 85% G - -

El material PPy/PEG a temperatura ambiente al 35% y 85% de HR mostré una
resistencia del orden de GQ, por lo cual no se consider6 como polimero
semiconductor.
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5.1.3.4. Morfologia

Las Figura 20 muestra las imagenes obtenidas por microscopia por barrido vy la
descripcion de las peliculas de PPy (A 'y B), PPy/l (Cy D)y PPy/PEG (E y F). La
microscopia se realizé con un microscopio electrénico de barrido Philips XL.

Las Figuras 20-A y 20-B muestran las micrografias por barrido con amplificaciones
de 500X y 3000X respectivamente del PPy. La morfologia de la pelicula de PPy
una amplificacion de 3000X muestra una formacion por capas acomodadas unas
sobre otras, este tipo de crecimiento es caracteristico de las peliculas delgadas
formadas por descargas de resplandor. Se aprecia una estructura homogénea y la
superficie tiene apariencia esponjosa. La textura de las peliculas con una
amplificacion de 500X y 3000X se observa arrugada debido al efecto del solvente
sobre la pelicula cuando esta fue separada del sustrato.

En las Figuras 20-C y 20-D se observan las micrografias SEM de las peliculas de
PPy/l con amplificacion de 500X y 5000X respectivamente. La morfologia a
amplificacion de 500X tiene una formacion por capas dando la apariencia de
hojuelas apifiadas unas sobre otras con apariencia esponjosa caracteristica del
PPy, pero no acomodadas de forma continua. La imagen de la superficie a 500X y
5000X se observa lisa, con algunas protuberancias en forma de cordilleras
montafosa, producto posible del solvente que se utilizd cuando la pelicula se
separo del sustrato.

Las Figuras 20-E y 20-F muestran las micrografias SEM de las peliculas de
PPY/PEG a amplificacion de 500X y 2000X respectivamente. En la micrografia a
500X se observa una estructura homogénea y la superficie tiene una apariencia de
maiz empalmadas entre ellas dando la apariencia de una estructura esponjosa
caracteristica del PPy. La superficie a 2000X muestra pequefios granulos
esféricos diseminados sobre la superficie que van creciendo a partir de pequefios
nucleos que se van uniendo conforme incrementa su diametro
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Figura 20. Micrografias por escaneo electronico de los materiales (A) PPy, (B) PPy/l y (C) PPy/PEG a
amplificacion de 500X y 3000X
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5.2. Grupos experimentales

Se utilizaron 80 ratas de la cepa Long Evans, hembras adultas de 8 y 9 semanas
de edad, con peso corporal entre 200 y 250g, sanas y sin ningun procedimiento
experimental previo. Para su estudio las ratas se dividieron en 2 grupos con 4
subgrupos cada uno:

@ Grupol:
3 Grupo control: Ratas con LPSCME (N=12).
&3 Grupo PPy: Ratas con LPSCME e implantadas con PPy
(N=12).
©a Grupo PPyI/I: Ratas con LPSCME e implantadas con PPy/I.
(N=12).
L2 Grupo PPy/PEG: Ratas con LPSCME e implantadas con
PPy/PEG (N=12).
@ Grupo ll:

©2 Grupo control+EMBF: Ratas con LPSCME y con estimulacién
magnética a baja frecuencia (N=8).

i Grupo PPy+EMBF: Ratas con LPSCME, implantadas con PPy y
con estimulacion magnética a baja frecuencia
(N=8).

Grupo PPy/l +EMBF: Ratas con LPSCME, implantadas con PPy/l y
con estimulacion a baja frecuencia (N=8).

i Grupo PPy/PEG+ EMBF: Ratas con LPSCME implantadas con

PPy/PEG y con estimulacion magnética a baja

frecuencia (N=8).

5.3. Procedimientos quirurgicos

El presente trabajo siguid los lineamientos establecidos en el reglamento de la Ley
General de Salud en materia de investigacion para la salud (Titulo Séptimo: De la
investigacion que incluye la utilizacion de animales de experimentacion), publicada
en 1990 (Ver apéndice B)

A todas las ratas se les realizé una LPSCME vy al término del estudio todas las
ratas se sacrificaron por via intracardiaca para estudio morfolégico-morfométrico y
los animales seleccionados para medicion del calcio fueron sacrificados por
decapitacion.
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5.3.1. Método de anestesia

Antes de cada procedimiento quirurgico y del sacrificio por via intracardica, los
animales se anestesiaron por via intramuscular con una mezcla de ketamina
(77.5mg por Kg de peso corporal) e hidrocloruro de xilacina (12.5mg por Kg de
peso corporal).

5.3.2. Lesion por seccion completa de la médula espinal

Bajo el efecto de anestesia y en condiciones de asepsia y antisepsia, los animales
fueron sometidos a una cirugia en la que se les practicé una incision media sagital
en la piel de la region toracica baja. Se separd el tejido vascularizado, se
disecaron los musculos paravertebrales, se expusieron las apofisis espinosas de
los niveles toraxicos 8,9y 10 (T8, T9y T10) y se separo el periostio de las laminas
vertebrales. Con una gubia se extirpo la apdfisis espinosa a nivel T9 y parte de la
T10. Posteriormente se realizé una laminectomia en dicho nivel, atravesando para
ello el ligamento amarillo con una pinza de puntas finas entre los cuerpos
vertebrales. Se dejaron al descubierto la meninges y la porcion dorsal de la
médula espinal. Se ampli6 la laminectomia hacia las regiones laterales. Se localizé
la arteria dorsal y con un bisturi del numero 11 se realizé una incision longitudinal
en las meninges de aproximadamente 5mm de largo. Posteriormente con unas
tijeras de microcirugia se hizo un corte transversal completo de la médula espinal,
comenzando por los cordones posteriores, bajando hasta llegar a los cordones
anteriores y finalmente cortando los cordones laterales. Con un gancho
microquirurgico se verificd que ningun axon hubiera quedado conectado.

5.3.3. Implante de los polimeros

Una vez completada la LPSCME en las ratas, justo en el sitio de seccién se
introdujo de forma transversal una pastilla de polimero de aproximadamente 3mm
de diametro, segun el grupo experimental. Posteriormente se procedié a suturar
las meninges con una sutura de 9-0 (polipropileno deknatel) y el musculo y la piel
en 2 planos con sutura 5-0 (polipropileno monofilamento).

Después de la cirugia todos los animales recibieron 0.3ml de penicilina
benzatinica por via intramuscular (1,200,000 U.l.) y paracetamol como analgésico
disuelto en agua de bebida durante 3 dias, posteriormente los animales fueron
alimentados “ad limitum” hasta el termino del estudio

49



Capitulo 5. Material y Métodos

5.4. Estimulacion magnética de baja frecuencia

La estimulacion magnética se aplico 2 horas diarias durante un periodo de un mes
a los animales seleccionados, iniciando una semana después de la LPSCME. Los
animales se estimularon en una camara de exposicion que mantenia a la rata con
limitacion del movimiento a fin de concentrar el campo magnético en la region
toraxica donde se localizé la LPSCME con y sin implante del polimero, de modo
que la induccion de la corriente fuera paralela a las fibras nerviosas (Figura 21).
Los experimentos se realizaron en una habitacion con temperatura ambiente de 25
1 2°C. La temperatura dentro de la camara de exposicién fue de 25.4 £ 0.4 °C y la
intensidad de la iluminacién calculada fue de 350Ix.

El campo magnético se generd dentro de una camara de exposicion con un par de
bobinas Helmholtz con un diametro interno de 7cm compuestos por alambre de
cobre del numero 18 (350 espiras). Los anillos se conectaron en paralelo para
minimizar la impedancia total del alambre. La conexion de los anillos se realizoé en
un transformador ajustable a 120V (Staco Energy Products, Dayton, OH, USA). Se
acoplé un osciloscopio (Tektronix, SIO3N, USA) al sistema para monitorear la onda
sinusoidal de 60Hz. La densidad del flujo magnético fue de 7 Gauss (0.7mTesla)
con una corriente de 60mA.

1— Indmcriom d& corrienis

Tronce MNervses

Figura 21. Arreglo de boninas Helmholtz con direccién del campo perpendicular e induccion de corriente
paralela al tronco nervioso
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5.5. Evaluacion funcional

La evaluacion de la funcion motora de las extremidades posteriores de los
animales se realiz6 por medio de la escala BBB (Basso,Beattie y Bresnahan), la
cual evalua la marcha tomando en consideracién las articulaciones de la cadera,
rodilla y tobillo a través de 22 grados de recuperacion motora; donde el grado 0
representa la ausencia absoluta de movimiento y el grado 21 una marcha normal.
(Ver apéndice D)

Las evaluaciones se realizaron 24 horas después de la LPSCME y posteriormente
una vez por semana durante 2 meses en cada una de las extremidades del tren
posterior. Dicha evaluacion fue realizada por 2 investigadores que desconocian las
condiciones experimentales de los animales (evaluacion doble ciego), a fin de
evitar el sesgo en los resultados.

5.6. Estudio histolégico y bioquimico

5.6.1. Sacrificio por perfusidon via intracardiaca y estudio
histoldgico

Cuando se complemento el tiempo estudio, segun cada caso y previa anestesia
los animales fueron sometidos a una toracotomia amplia para canular la aorta
ascendente y prefundir via intracardiaca con una bomba peristaltica con 200ml de
solucién fisiologica mas 1000 U.l. de heparina, seguida de 400ml| de
paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos. Ambas soluciones se transfundieron
a una velocidad de 30ml/min. Al término de la perfusion se extrajé la médula
espinal y el cerebro. El fragmento de la médula espinal abarcé 1.5cm a partir de la
region del epicentro de la lesion, hacia el segmento caudal y el segmento cefalico
y se coloco en el mismo fijador, al igual que el cerebro; ambas se creopreservaron
en sacarosa al 30%.

Posteriormente, la médula espinal se deshidraté en alcoholes graduales: alcohol
etilico al 50%, 80%, 95% y absoluto (30min en cada uno), posteriormente, se
aclaré con 2 bafios de xileno (30min en cada uno) y se incluy6é en parafina. Se
realizaron cortes longitudinales con un micrétomo.y se pasaron a un bafo de
flotacion con agua a 45°C (a cada litro de agua se le agregaron 0.5g de gelatina
bacterioldgica) y luego se colocaron en laminillas de vidrio para ser tefiidas con el
procedimiento de hematoxilina y eosina de Harris. (Ver apéndice C)

51



Capitulo 5. Material y Métodos

5.6.2. Sacrificio por decapitacion para cuantificacion de
calcio

A los animales seleccionados para analisis de cuantificacion de Ca™ y que fueron
estimulados magnéticamente, fueron sacrificados a lo quince dias después de la
lesion. La estimulacion magnética se aplicd 2 horas diarias durante un periodo de
una semana iniciando una semana después de la lesion.

A los animales se les aplicé una dosis de heparina (1000 U.l.) via intraperitoneal y
se les decapité con una guillotina para extraer la sangre. La sangre se centrifugé a
300rpm para obtener suero y analizarlo con un espectrofotdmetro de absorcion
atomica Pekin Elmer Aanalyst 100 (Figura 22) a una longitud de onda de 422.7m
para determinar la concentracion de Ca™”.

Figura 22. Espectrofotometro de absorcion atémica Pekin Elmer Aanalyst 100

52



Capitulo 6. Resultados

6. Resultados

6.1. Morbi-Mortalidad

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron un total de 140 ratas, de las
cuales, 19 ratas (13%) fueron eliminadas del proyecto por fallas en la técnica de la
lesion por seccion completa y 26 ratas (19%) se utilizaron para analisis de
medicion del Ca™™. De los animales restantes, 15 ratas murieron antes de llegar al
término del estudio, observandose una mortalidad global del 11%. Entre las
principales causas de muerte destacan la autofagia (4%), las infecciones de vias
urinarias (2%), la neumonia (1%) y las complicaciones en el postoperatorio
inmediato como el paro cardio-respiratorio (1%), mientras que en el 3% de los
animales no se pudo establecer la causa del fallecimiento.

6.2. Evaluacion funcional

Al término del estudio se hizo un analisis estadistico del total de las evaluaciones
realizadas con la escala BBB en ambas extremidades posteriores de cada uno de
los animales incluidos tanto en el Grupo | (Figura 23) como en el Grupo Il (Figura
24) para determinar su evolucion funcional desde el primer dia después de la
LPSCME vy posteriormente desde la primera hasta la octava semana de
evaluacion a fin de contrastar los subgrupos de cada grupo entre si y a estos con
sus correspondientes en el otro grupo.

Al analizar el Grupo I, se puede observar que tanto el subgrupo que recibié el
implante de PPy, como el que recibi6 el de PPy/l presentaron diferencias
significativas (p<0.05) al compararlos con el subgrupo control (Figura 24, 26 y 27),
lo que funcionalmente representa la diferencia en la capacidad para mover ya sea
2 0 3 de las articulaciones de las patas traseras (tobillo, rodilla, cadera).

Mas aun, al emplear el modelo lineal general seguido de la prueba para evaluar
efectos inter-sujetos se muestra que el tratamiento con implante de PPy (Figura
25) presenta una diferencia significativa en relacion al grupo control (p=0.041).
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Grupo |

EscalaBBB

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

Tiempo de evaluacion

—e— Control —s— PPy PPy/l —e— PPY/PEG

Figura 23. Recuperacién motora en la escala BBB del Grupo I. Los resultados son expresados como medias
+ee de 12 animales por subgrupo. ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett.

* Diferencias significativas de los subgrupos tratados con implantes poliméricos con respecto al subgrupo
Control (p<0.05).

Grupo |l

B a1 o
| | |

Escala BBB
w

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

Tiempo de evaluacion

—e— Control+ EMBF —=— PPy+ EMBF PPy/l + EMBF PPy/PEG+ EMBF

Figura 24. Recuperacion motora en la escala BBB del Grupo Il. Los resultados son expresados como medias
tee de 8 animales por subgrupo. ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett.
* Diferencias significativas de los subgrupos tratados con distintos implantes poliméricos mas EMBF con
respecto al subgrupo Control mas EMBF (p<0.05).
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Un hecho a destacar es que especificamente el subgrupo tratado con implante de
PPy/l present6 una recuperacion funcional mayor en comparacién con el subgrupo
control, observandose diferencias estadisticas (p=0.038) desde la cuarta semana
de evolucion hasta los dos meses del tratamiento (Figura 26). En contraste, el
subgrupo tratado con implantes de PPy/PEG no presento diferencias significativas
con respecto al subgrupo control que solamente fue sometido a la LPSCME
(Figura 27).

Control vs PPY

EscalaBBB

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

Tiempo de Evaluacion

—e— Control —=— PPy

Figura 25. Comparacion de la recuperacién motora en la escala BBB del subgrupo Control y el subgrupo PPy.
Los resultados son expresados como medias +ee de 12 animales por subgrupo. Modelo lineal general seguido
de la prueba inter-sujetos (p=0.041). * Diferencias estadisticas significativas del subgrupo PPy con respecto al
subgrupo Control.

55



Capitulo 6. Resultados

Control vs PPy/I

Escala BBB

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

Tiempo de evaluacion

—e— Control PPy

Figura 26. Comparacion de la recuperacion motora en la escala BBB del subgrupo Control y el subgrupo
PPy/l. Los resultados son expresados como medias +ee de 12 animales por subgrupo. ANOVA de medidas

repetidas seguida de la prueba de Tukey (p=0.038). * Diferencias estadisticas significativas del subgrupo
PPy/I con respecto al subgrupo Control.

7,

Control vs PPyY/PEG

Escala BBB

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

Tiempo de evaluacién

—e— Control —e— PPyY/PEG

Figura 27. Comparacion de la recuperacion motora en la escala BBB del subgrupo Control y el subgrupo
PPy./PEG Los resultados son expresados como medias +ee de 12 animales por subgrupo. ANOVA de

medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett. * Diferencias estadisticas significativas del subgrupo
PPy/PEGcon respecto al subgrupo Control.
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En el Grupo I, el cual, ademas de los implantes poliméricos recibié estimulacion
magnética de baja frecuencia o EMBF, se observé una mejoria en la recuperacion
funcional al compararlo con el subgrupo Control+EMBF aunque no se pudo
demostrar diferencias estadisticas entre ambos si se observo cierta tendencia
(Figura 28).

El subgrupo PPy/I+EMBF tuvo un efecto negativo sobre la evaluacion funcional al
compararlo con la del subgrupo Control+EMBF (Figura 9), mientras que en el caso
del grupo con tratamiento PPy/PEG+EMBF no se encontré diferencia significativa
alguna en la recuperacion motora de los animales de este grupo (Figura 10).

Control+EMBF vs PPy+EMBF _

Escala BBB

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

Tiempo de evaluacion

—e— Control+ EMBF —=— PPy+EMBF

Figura 28.Comparacion de la recuperacion motora en la escala BBB del subgrupo Control+EMBF vy el
subgrupo PPy+EMBF. Los resultados son expresados como medias tee de 8 animales por subgrupo.
ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett. * Diferencias estadisticas significativas del
subgrupo PPy+ EMBF con respecto al subgrupo Control+EMBF.
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Control+EMBF vs PPy/I+tEMBF

EscalaBBB

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

Tiempo de evaluacion

| —+— Contro+EMBF PPy/HEMBF

Figura 29. Comparacion de la recuperacion motora en la escala BBB del subgrupo Control+EMBF y el
subgrupo PPy/I+EMBF. Los resultados son expresados como medias +ee de 8 animales por subgrupo.
ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett. * Diferencias estadisticas significativas del
subgrupo PPy/I+ EMBF con respecto al subgrupo Control+EMBF.

Control+EMBF vs PPy/PEG+EMBF

EscalaBBB
.I

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s
Tiempo de evaluaciéon

—e— Contro+EMBF PPy/PEG+EMBF

Figura 30. Comparacion de la recuperacién motora en la escala BBB del subgrupo Control+EMBF vy el
subgrupo PPy/PEG+EMBF. Los resultados son expresados como medias tee de 8 animales por subgrupo.
ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett. * Diferencias estadisticas significativas del
subgrupo PPy/PEG+ EMBF con respecto al subgrupo Control+EMBF.
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Al realizar comparaciones entre los diferentes subgrupos tanto del Grupo | como
del Grupo Il se observd, al comparar el subgrupo PPy/l con el subgrupo
PPy/I+EMBF (Figura 33), una diferencia estadistica con efecto negativo en el
modelo lineal general (p<0.022) seguida de la prueba inter-sujetos asi como en la
prueba T seguida de la prueba de muestras independientes, lo cual significa que el
tratamiento con implante de PPy/l tiene efectos adversos sobre la funcion motora
de las extremidades posteriores de los animales que recibieron dicho tratamiento
en combinacion con EMBF.

Por otro lado, aunque el tratamiento combinado a base de estimulacion magnética
e implantes de PPy facilita la recuperacion funcional motora en las extremidades
posteriores de los animales estudiados, no se encontrd diferencia significativa al
compararlo con aquellos que solo recibieron el implante sin la EMBF (Figura 32).

De manera similar, tampoco se encontraron diferencias en la evaluacion funcional
del subgrupo Control comparada con la del subgrupo Control+EMBF (Figura 31),
asi como la observada en el subrupo PPy/PEG en comparacion con la del
subgrupo PPy/PEG+EMBF (Figura 34).

Control vs Control+EMBF

Escala BBB

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s
Tiempo de evaluacion

——Control —e— Contro+EMBF

Figura 31. Comparacién de la recuperacion motora en la escala BBB del subgrupo Control y el subgrupo
Control+EMBF. Los resultados son expresados como medias tee de 12 animales para el subgrupo Control y
8 animales para el subgrupo Control+EMBF. ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett.
*Diferencias estadisticas significativas del subgrupo Control con respecto al subgrupo Control+EMBF.
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PPy vs PPy+EMBF

EscalaBBB

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

Tiempo de evaluacion

—=— PPy —=— PPy+EMBF

Figura 32. Comparacion de la recuperacion motora en la escala BBB del subgrupo PPy y el subgrupo
PPy+EMBF. Los resultados son expresados como medias tee de 12 animales para el subgrupo PPy y 8
animales para el subgrupo PPy+EMBF. ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett.
*Diferencias estadisticas significativas del subgrupo PPy con respecto al subgrupo PPy+EMBF.

PPy/l vs PPy/I+EMBF

EscalaBBB
PN W AN OO N
|

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

Tiempo de evaluacién

PPyl PPy/HEMBF

Figura 33. Comparacion de la recuperacion motora en la escala BBB del subgrupo PPy/l y el subgrupo
PPy/+EMBF. Los resultados son expresados como medias +ee de 12 animales para el subgrupo PPy/l y 8
animales para el subgrupo PPy/I+EMBF. Modelo lineal general seguida de la prueba inter-sujetos y Prueba T
seguida de la prueba de muestras independientes (p=0.022). *Diferencias estadisticas significativas del
subgrupo PPy/I con respecto al subgrupo PPy/I+EMBF.
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[ PPy/PEG vs PPy/PEG+EMBF

EscalaBBB

1d 1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

Tiempo de evaluaciéon

—— PPY/PEG PPy/PEG+EMBF

Figura 34. Comparacion de la recuperacion motora en la escala BBB del subgrupo PPy/PEG y el subgrupo
PPy/PEG+EMBF. Los resultados son expresados como medias tee de 12 animales para el subgrupo
PPy/PEG y 8 animales para el subgrupo PPy/PEG+EMBF. ANOVA de medidas repetidas seguida de la
prueba de Dunnett. *Diferencias estadisticas significativas del subgrupo PPy/PEG con respecto al subgrupo
PPy/PEG+EMBF.

6.3. Estudio histoldgico

Al analizar especificamente el subgrupo control que no recibio tratamiento con
EMBF, por lo general se observaron varios quistes de diferente tamafio con restos
tisulares (detritus) en su interior, localizados en la region circundante al sitio donde
se realiz6 la LPSCME (Figura 35-A y 35-C), mientras que la porcion central del
sitio de lesion presento tejido cicatrizal grueso y en las regiones tanto proximal
(cefalica) como distal (caudal) se localizaron microquistes a lo largo de toda la
médula espinal. Por otra parte, en el caso del subgrupo control que si recibid
tratamiento con campos magnéticos de baja frecuencia (Figura 35-B y 35-D) se
observd un gran quiste que ocupaba casi la totalidad del tejido medular
circundante al sitio de lesion ademas de algunos otros quistes de diferente
tamafio, separados entre si por una delgada capa de tejido cicatrizal. Al comparar
estos dos subgrupos se observé una mayor destruccion del tejido o parénquima
medular y una menor cantidad de células inflamatorias cuando se aplicé la EMBF.
(Figura 35-D)
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Figura 35. Cortes longitudinales de la médula espinal en el epicentro de la lesion tefiidos con hematoxilina y
eosina de Harris, del subgrupo control con EMBF (B) y (D) y sin EMBF (A) y (C) , 2.56X y 10X. Sustancia

blanca. Tc > Tejido cicatrizal, TF>Tejido fibroso, Q> Quiste, uQ->Micro quiste, Cl->Células inflamatorias,
RT->Restos tisulares.

En cuanto a los dos subgrupos que recibieron implantes de PPy con o sin EMBF,
por lo general estos presentaron poca destruccion del tejido nervioso
caracterizada por la presencia de algunos microquistes a lo largo del parénquima
medular (Figura 36). Especificamente en el subgrupo PPy que no recibid
estimulacion magnética (Figura 36-A y 36-C) se observo fragmentacion del
implante en la porcién central de la lesibn donde dichos fragmentos fueron
encapsulados por tejido fibroso, se observaron células inflamatorias rodeando el
implante e incluso entre los fragmentos del mismo, aunque la cantidad fue mayor
en la periferia del material polimérico (Figura 36-C), mientras que en el implante
del subgrupo PPy mas EMBF (Figura 36-B y 36-D) se observé una capa de tejido
fibrético rodeando dicho implante ademas de algunas células inflamatorias y
quistes de mediano tamafio en el parénquima medular circundante.
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Figura 36. Cortes longitudinales de la médula espinal en el epicentro de la lesién tefiidos con hematoxilina y
eosina de Harris, del subgrupo PPy con EMBF (B) y (D) y sin EMBF (A) y (C), 2.56X y 10X. TC > Tejido
cicatrizal, TF>Tejido fibroso, Q> Quiste, pQ->Micro quiste, Cl->Células inflamatorias, IM=>Implante.

El parenquima medular de los animales que recibieron implantes de PPy/l con o
sin estimulacion magnética se encontré6 mejor preservado en la porcién central de
la médula espinal mientras que los implantes se encontraban rodeados por una
capa gruesa de tejido fibroso (Figura 37-A y 37-B). En el subgrupo PPy/l con
EMBF se observé una mayor integridad del implante mientras que en el grupo que
no recibié dicha estimulaciéon se observé el material polimérico disgregado con
tejido y células entre los fragmentos del mismo (Figura 37-C).

El subgrupo PPy/I que recibié EMBF presentd quistes de mediano y gran tamafio
en el parénquima medular sin que se observaran fibras o estructuras celulares en
el interior del implante (Figura 37-B y 37-D), mientras que el que no recibio la
estimulacion magnética presenté quistes de diversos tamafios. No obstante lo
anterior, al igual que en los otros grupos que recibieron la estimulacion magnética,
se observé una menor cantidad de células inflamatorias (Figura 37-D).
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Figura 37. Cortes longitudinales de la médula espinal en el epicentro de la lesién tefiidos con hematoxilina y
eosina de Harris, del subgrupo PPy/l con EMBF (B) y (D) y sin EMBF (A) y (C), 2.5X y 10X. TC - Tejido
cicatrizal, TF>Tejido fibroso, Q> Quiste, pQ->Micro quiste, Cl->Células inflamatorias, IM=>Implante.

Los implantes de lo subgrupos PPy/PEG con (Figura 38-B y 38-D) o sin (Figura
38-A y 38-C) estimulacion magnética se encuentran disgregados y entre los
fragmentos se observa tejido aparentemente fibrético el cual continua hasta formar
una capa que rodea parcialmente la zona del implante. En la porcién caudal y
distal se localizan quistes de diferente tamafio y microquistes en las partes mas
distales. En el subgrupo que recibi6 EMBF se observdé una mayor cantidad de
tejido aparentemente fibroso y una menor cantidad de células inflamatorias (Figura
38-B y 38-D) con respecto al grupo que no recibié dicha estimulacién.
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Figura 38. Cortes longitudinales de la médula espinal en el epicentro de la lesion tefiidos con hematoxilina y
eosina de Harris, del subgrupo PPy/PEG con EMBF (B) y (D) y sin EMBF (A) y (C), 2.5X y 10X. TC - Tejido
cicatrizal, TF>Tejido fibroso, Q> Quiste, uQ—>Micro quiste, Cl-> Células inflamatorias, IM=>Implante.

Por otra parte, en el subgrupo que recibié implantes de PPy/PEG sin EMBF se
observé que el 25% de los implantes se absorbié completamente y que el 12.5%
se encontraba en proceso de absorcién al término del estudio. En las figuras 39-A
y 39-B se puede observar los restos del implante rodeado de tejido fibroso y
quistes de diferente tamafio a lo largo del parénquima medular.

Figura 39. Cortes longitudinales de la médula espinal en el epicentro de la lesion tefiidos con hematoxilina y
eosina de Harris, del subgrupo PPy/PEG (A) y (B) en proceso de absorcion. IM->Implante.
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6.4. Analisis morfométrico del sitio de lesion e implante

Parta evaluar la integracion de los implantes poliméricos al tejido medular, a los 80
animales incluidos en el experimento se les midié en los respectivos cortes
histoldgicos, el tamafio de los quistes y la cantidad de fibrosis que se formé dos
meses después de la LPSCME vy el implante de los polimeros correspondientes
(Tabla 7) observandose el mayor porcentaje de quistes en el subgrupo
Control+EMBF y el menor en el subgrupo PPy+EMBF y la mayor cantidad de
tejido preservado en este mismo grupo y en el que recibié PPy/l pero sin
estimulacién magnética.

Tabla 7. Analisis morfométrico del sitio de lesion por seccion completa de la médula espinal e implante de
diferentes polimeros. Los resultados se muestran en porcentajes. El 100% esta conformado por el
tamafio total de la médula en imagenes de microscopia optica a 2.5X

Tejido
Subgrupo Quiste Fibrosis Implante preservado
Control 23 1 J Ee— 62
PPy 7 13 15 65
PPy/l 3 8 15 74
PPy/PEG 7 8 19 66
Control + EMBF 57 8 - 35
PPy + EMBF 2 19 9 70
PPy/l + EMBF 15 12 11 62
PPy/PEG + EMBF 6 8 22 64

En el Grupo | (n = 48 animales), se encontrd que los subgrupos que no recibieron
EMBF y que recibieron cualquiera de los implantes poliméricos presentaron una
menor destruccién del tejido nervioso y una disminucién en la cantidad de tejido
cicatrizal (fibrosis) en comparacion con el subgrupo control, observandose un
efecto benéfico en estos dos aspectos al utilizar este tipo de implantes después de
una LPSCME.

Por otra parte, en el Grupo Il (n = 32 animales), al aplicar el tratamiento combinado
de implantes poliméricos mas EMBF, se observd una menor destruccién del
parénquima medular al compararlos con el subgrupo Control+EMBF. Respecto a
la formacion de quistes, se encontr0 que en los subgrupos PPy+ EMBF vy
PPy/PEG+EMBF la formacién de los mismos era minima, mientras que el
subgrupo PPy/I+EMBF mostré6 un gran numero de quistes de diferente tamafio
(Figuras 35-39).

Aunque los animales que recibieron implantes de PPy con o sin EMBF generaron
una mayor cantidad de tejido fibrotico, estos presentaron una buena recuperacion
funcional usando la escala BBB. En contraste, los animales que recibieron
implantes de PPy/I combinados con EMBF presentaron un incremento en el grosor

66



Capitulo 6. Resultados

de la cicatriz glial y su recuperacién motora en las extremidades posteriores fue
mas baja. Cuando este tipo de implantes no se combiné con EMBF el tejido
fibroso disminuyé y la recuperacion motora aumento significativamente (p<0.022).
En el caso del los animales que recibieron implantes de PPy/PEG no se generaron
cambios significativos a nivel funcional independientemente de si recibieron o no la
estimulacién magnética.

6.5. Medicidon de calcio

En base a que los resultados obtenidos con la EMBF no fueron favorables cuando
este procedimiento se combind con el implante de PPy/l, al termino del estudio a
los animales seleccionados se les realizaron mediciones de calcio por medio de un
espectrofotometro de absorcibn atomica con el fin de de valorar las
concentraciones del ion en el suero sanguineo, para verificar si al estimular
magnéticamente al animal, estas concentraciones se incrementan tanto por los
mecanismos secundarios de lesion como por la EMBF combinada con las
propiedades fisicas del PPy/I.

Es importante mencionar que la entrada masiva de calcio al interior de la célula
tiene un efecto neurotoxico siendo esto perjudicial para la recuperacion del tejido
nervioso y por ende para la recuperacién funcional.

Los resultados (Tabla 8) indican que al estimular magnéticamente a los animales,
las concentraciones de calcio se incrementan significativamente en el subgrupo
Control+EMBF y en el de PPy/I+EMBF en comparacion a animales que no fueron
sometidos a ningun tratamiento quirdrgico.

Estos resultados se pueden contrastar con los obtenidos en la recuperacion
funcional y la preservacion del tejido nervioso de los subgrupos Control+EMBF y
PPy/I+EMBF, ya que se pudo observar que estos grupos obtuvieron una menor
recuperacion funcional y la mayor destruccion del tejido nervioso cuando
recibieron EMBF (Figura 24, 35 y 37). Mientras que el subgrupo PPy+EMBF
mostré poco incremento en las concentraciones de Ca*™* en comparacion con los
animales que no fueron sometidos a ningun tratamiento quirdrgico.

Tabla 8. Concentraciones de calcio

Subgrupo experimental Concentracién de Ca++ Incremento de la
en microgramos por concentracion de Ca™ (%)
mililitro (ugCa/ml) 15 dias después de la
lesion

Animales sin ninguin

procedimiento quirdrgico 5 0

Control 10.3 106
PPy+EMBF 5.9 19
PPy/I+EMBF 10.5 109

PPy/PEG+ EMBF 7.2 45

67



Capitulo 7. Discusion

7. Discusion

7.1. Efecto de diferentes implantes poliméricos en
lesion por seccion completa de la médula espinal

7.1.1. Evaluacion funcional y estudio histologico

En el presente trabajo se estudio el efecto de tres diferentes implantes poliméricos
a base de PPy (PPy, PPy/l y PPy/PEG) sintetizados por plasma en un modelo de
LPSCME en ratas. Los resultados indican que los implantes de PPy y el implante
derivado de este: PPy/l tiene un efecto neuroprotector, lo cual se ve reflejado en la
baja destruccion del parénquima medular a dos meses después de la LPSCME.

Los animales que recibieron cualquiera de los tres implantes poliméricos
presentaron un efecto favorable por parte del hospedero, observandose menor
infiltraciéon de células inflamatorias en el epicentro de la lesion y en las zonas
adyacentes por lo que se redujo la formacion de cavidades o quistes y la muerte
neuronal en comparacion con el grupo de animales que solo fue sometido a la
LPSCME.

Los resultados obtenidos con los implantes de PPy/l y PPy/PEG en este trabajo
concuerdan con lo observado en un estudio previo realizado por nuestro grupo, en
el cual se demostré6 un efecto neuroprotector en los animales que recibieron
implantes de PPy/l después de la LPSCME, observandose ademas una
recuperacioén funcional significativa en comparacion a los animales del grupo
control [s3154). En el caso del implante de PPy/PEG, otros estudios han
demostrado que este tipo de biomaterial posee propiedades neuroprotectoras
153)54]162] debido a su capacidad para detener el dafio en la membranas celulares y
por su capacidad para atenuar el estrés oxidativo en lesiones del sistema nervioso
central [62). Mas aun, se ha demostrado una reduccion en el volumen de la cavidad
quistica y una discreta recuperacion funcional en otros modelos experimentales
de lesion de médula espinal [53] [54] [64] [65].

Es posible que el efecto benéfico de los implantes poliméricos que se utilizaron en
el presente trabajo se deba a que estos fueron sintetizarlos por el método de
polimerizacion por plasma, con lo que dichos polimeros presentan triples ligaduras
presentes en las vibraciones del espectro de absorcion de IR en el intervalo 2210-
2250cm™, las cuales, corresponden al grupo nitrilo C=N [53]. La importancia de este
hecho radica en que estas triples ligaduras pueden actuar como atrapadores de

68



Capitulo 7. Discusion

radicales libres 0 como antioxidantes permitiendo una reduccién en el proceso de
lipoperoxidacion y por ende una mejor recuperacion funcional en los animales.

Cabe resaltar que este efecto sdlo se observa cuando los polimeros son
sintetizados por plasma y no por métodos quimicos o electroquimicos ya que la
sintesis por plasma estabiliza directamente las triples ligaduras inestables del
polimero, efecto que no sucede cuando se utilizan otros métodos de sintesis.

Por otra parte, se observé que la absorcién de nitrdgeno es mas intensa en el
PPy/l 53], lo cual podria explicar el efecto positivo sobre la recuperacion funcional y
la menor destruccion del tejido que se obtuvieron al implantar este polimero en
comparaciéon a lo observado con el implante de los otros dos materiales
poliméricos (PPy y PPy/PEG).

Aunque los implantes poliméricos fueron insertados en forma de pastilla, estos se
disgregaron y al término de los 2 meses de seguimiento se observaron células e
incluso tejido entre los fragmentos del mismo. Sin embargo, no se pudo comprobar
el tipo celular ni el tipo de tejido presentes.

A pesar de que la preservacion del tejido nervioso fue mejor al hacer uso de
cualquiera de los tres implantes poliméricos en comparacion con lo observado en
el grupo control, la recuperacion funcional en las extremidades posteriores de los
animales estudiados fue diferente en cada uno de los grupos. Esto puede deberse
a que la interaccion eléctrica entre las células neuronales y los diferentes
polimero es distinta, debido a que la conductividad eléctrica no es igual en todos
los polimeros.

Especificamente, al utilizar los implantes de PPy la recuperacion motora fue
significativa al compararla con la observada en el subgrupo de animales control
que solamente fueron lesionados pero que no recibieron tratamiento alguno. Sin
embargo, el efecto favorable que se presentd al utilizar este tipo de implante era
esperado, ya que los implantes derivados del pirrol han tenido buenos resultados,
en nuestra experiencia, sobre la recuperaciéon funcional y la proteccién del tejido
nervioso en lesiones similares 53] [54].

Por otra parte, es probable que el incremento en la conductividad eléctrica pueda
ser responsable de que los animales que recibieron implantes de PPy/l mostraran
la mayor recuperacion motora, ya que este biomaterial presenta mayor
conductividad con respecto a los otros implantes poliméricos probados.

No obstante lo anterior, el polimero PPy/PEG no es considerado como un
conductor de electricidad porque presenta una resistencia en el orden de GQ; Aun
cuando en la evaluacién morfométrica se observé poca destruccion del tejido
nervioso y presencia de cuerpos celulares entre los fragmentos del polimero
implantado, la recuperacion funcional no fue significativa en comparacion a los
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animales que solo fueron sometidos a la LPSCME, probablemente debido a la
falta de interaccion eléctrica entre las células neuronales y el polimero y porque
este es un biomaterial degradable, lo cual no permite una interaccion prolongada
con el tejido nervioso. En este contexto es importante mencionar que los
implantes de PPy/PEG se reabsorbieron en un 25% del total de los animales
implantados y en el 12.5% el implante estaba en proceso de reabsorcion,
resultados que se contraponen a lo reportado en un trabajo previo en el que es
posible que el material no se reabsorbiera porque el tiempo de estudio fue menor
(1 mes) al aqui reportado y a que el polimero fue implantado en forma de
laminillas y no como en el presente trabajo en forma de pastilla [53].

7.1.2. Polimeros sintetizados por plasma

La ventaja de utilizar materiales artificiales consiste en la posibilidad de modificar
sus propiedades fisicas y quimicas para desarrollar implantes capaces de
reemplazar la funciéon de diferentes tejidos sin repercusiones biolégicas como la
inflamacion. Sin embargo, en LTME los resultados obtenidos han sido modestos
al utilizar diferentes tipos de implantes sintéticos. Esto puede deberse
directamente al tipo de material utilizado o al método de sintesis que se uso para
su elaboracion.

Debido a que la sintesis del pirrol y sus derivados comunmente se lleva a cabo por
medio de métodos quimicos o electroquimicos, los polimeros obtenidos por estos
métodos deben ser cuidadosamente purificados antes de ser utilizados en algun
sistema bioldgico a raiz de las impurezas y a la contaminacion con solventes
atrapados y reactivos cataliticos entre las cadenas, lo cual puede tener efectos
colaterales en los sistemas bioldgicos, como incremento en la respuesta
inflamatoria y en los procesos degenerativos [53). Diferentes implantes poliméricos
como el de colageno y el de agarosa a pesar de haber mostrado resultados
favorables parciales después de una LTME al ser implantados no tuvieron éxito
debido a la citotoxicidad que se presenté semanas mas tarde [s5) [57] [59] [61]. Mas
aun, en el caso de la agarosa esta tiene que pasar por diferentes procesos de
purificacion antes de su uso, por consiguiente el tratamiento es muy costoso y
poco viable en este tipo de lesiones [61].

Se ha descrito al plasma como agente ionizante para la generacién de iones,
electrones, fotones y moléculas en estado de excitacidon electronica y por ello
constituye una alternativa para promover la propagacién de la polimerizacion
reactiva libre de contaminantes (reactivos catalizadores). Lo anterior se debe a
que al inicio de la polimerizacién sélo participan los monémeros iniciales y en el
siguiente paso productos como oligomeros y polimeros con diferente peso
molecular 8s). Como todas las especies quimicas involucradas en este tipo de
procesos son derivadas de las mismas moléculas del mondmero, no existe
contaminacién con otras sustancias y la potencial respuesta inflamatoria en las
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zonas de implante esta limitada practicamente a sustancias derivadas de las
combinaciones monoméricas [53]. Por lo que los materiales sintetizados por plasma
son una alternativa real en el desarrollo de nuevos biomateriales [54] [89] [90] con la
capacidad de interactuar con el tejido nervioso.

Aun cuando algunos biomateriales como los hidrogeles han tenido resultados
favorables sobre la recuperacién funcional y la proteccion del tejido nervioso [es) [67]
8] similares a los obtenidos con polimeros semiconductores sintetizados por
plasma y derivados del pirrol en LTME, los hidrogeles muestran dichos resultados
benéficos comunmente tres meses después de la lesidon, (521 B8] siendo
biodegradables la mayoria de estos materiales por lo que es posible que al no
estar en contacto mas tiempo con el tejido medular, el efecto se pierda y el tejido y
la funcion deje de recuperarse. Asi mismo, los hidrogeles que han tenido
resultados benéficos mas destacados se han utilizado en combinacion con otros
tratamientos [52] [e8]; por lo que estos materiales por si solos podrian no tener una
respuesta significativa.

7.2. Efecto de la estimulacion magnética de baja
frecuencia y el implante de polimeros derivados del
pirrol en lesion por seccion completa de la médula
espinal

7.2.1. Evaluacion funcional y estudio histologico

A pesar del efecto benéfico que tienen los implantes poliméricos sintetizados por
plasma sobre la recuperacion funcional y la proteccion del tejido nervioso después
de una LPSCME 53] [54], existen importantes limitaciones para controlar todos lo
mecanismos de lesion secundaria presentes en esta patologia o para estimular
eficazmente los procesos de regeneracidn en el sistema nervioso central. Por lo
anterior, se planteo la posibilidad de combinar el implante de un polimero derivado
del pirrol con otra estrategia terapéutica que potencialmente incrementara el efecto
benéfico obtenido con los biomateriales, seleccionando para ello a la estimulacion
magnética de baja frecuencia debido a que a nivel experimental ha demostrado su
capacidad para favorecer tanto la neurogénesis in vitro [96] [97] [100] [105] COMO la
recuperacion motora in vivo en otras condiciones experimentales [so] [122], pero con
potencial aplicacion en lesiones de médula espinal.

En base a lo previamente descrito, se explord la posible existencia de un efecto
sinérgico entre los implantes de polimeros sintetizados por plasma y la
estimulaciéon con campos magnéticos de baja frecuencia. Lo anterior fue valorado
cuidadosamente debido a que nunca se habia reportado el uso de estimulacion
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magnética en LPSCME sola ni en combinaciéon con algun implante polimérico. Al
realizar esta combinacion y contrario a lo que se esperaba, resultdé ser que los
campos magnéticos anularon los efectos benéficos de los implantes de PPy/l
debido, probablemente, a efectos térmicos daninos que pudieron causar
sobrecalentamiento del implante y del tejido adyacente lo que condujo a la muerte
celular. Es asi que el subgrupo que recibio el implante de PPy/l y la estimulacion
magnetica de baja frecuencia (PPy/I+EMBF) mostré diferencias estadisticas con
efecto negativo sobre la recuperacion funcional, al compararlo con el subgrupo
PPy/l (p=0.022). Es probable que el efecto negativo que se presentd al estimular
magnéticamente a los animales implantados con PPy/l, esté dado porque al ser
muy baja la energia de los campos magnéticos, la absorbcion de la onda
electromagnética no tuvo suficiente poder energético para ionizar a las moléculas,
pero si para transformarse en energia rotatoria, lo cual produjo aumento de la
temperatura corporal, misma que se distribuyé irregularmente (941, y debido a que
el iodo como dopante del PPy aumenta la conductividad del material al interactuar
con el agua, el PPy/l al estar en contacto con el liquido cefalorraquideo después
de ser implantado en la médula espinal, este incrementd su conductividad y por
ende la temperatura al interior de las células lo cual provocd muerte celular,
pérdida del tejido nervioso y disminucion en la recuperacion funcional.

Cuando la estimulacion magnética de baja frecuencia se empleo en combinacién
con implantes de PPy/PEG, no se presentd efecto adverso alguno sobre la
recuperacion funcional de los animales, probablemente debido a que el polimero
PPy/PEG no es un biomaterial conductor y por lo tanto no se sobrecalienta en
presencia de la estimulacion magnética de baja frecuencia.

Sin embargo, el tratamiento con implante de PPy/PEG mas estimulacion
magnética (PPy/PEG+EMBF) no mostré cambios en la recuperacién funcional ni
diferencia estadistica al compararlo con el subgrupo PPy/PEG y Control+EMBF,
aunque el implante de PPy/PEG si presento un efecto neuroprotector con o sin la
aplicacién de la EMBF lo cual se vi6 reflejado en el menor dafio observado en el
tejido nervioso, en la reduccion en la formacion de cavidades o quistes y en la
disminucién de la proliferacién de células inflamatorias. Esto puede deberse a que
el tejido nervioso estda conformado en un 80% por lipidos y por ello, la
conductividad y la permeabilidad eléctrica son bajas al estimular magnéticamente
194). Es decir, si el material no es conductor y la conductividad del tejido medular es
baja, no se presenta conduccién y por ende no se presentan cambios en la
recuperacioén funcional del subgrupo PPy/PEG al compararlo con el subgrupo
PPy/PEG+EMBF, aun y cuando el tejido este preservado.

A pesar de que dos meses después de la LPSCME el tratamiento combinado con
implante de PPy mas estimulacion magnética de baja frecuencia (PPy+EMBF), no
mostré diferencia significativa en la recuperacién de la funcién motora al
compararlo con el del subgrupo Control+EMBF, los implantes de PPy con o sin
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EMBF presentaron la mejor recuperacion funcional observada en el presente
estudio.

En cuanto a los efectos de la EMBF ejercen sobre las células inflamatorias, en
estudios in vitro se ha observado reduccion de la proliferacion de células
inmunitarias como los linfocitos [94] y otros estudios han demostrado un incremento
en la proliferacion de macrofagos vy liberacién de radicales libres [124] [125] [126]. Se
sabe que la presencia de macréfagos se encuentra asociada con el proceso de
fagocitosis y con la formacion de especies reactivas de oxigeno, lo cual puede
causar dafo al ADN, generando inestabilidad genomica [124] [125] [123]. Sin embargo,
en el presente estudio, se observd que in vivo los campos magnéticos disminuyen
la proliferacion de células inflamatorias como los macrofagos después de una
LPSCME con o sin implante polimérico.

7.2.2. Efecto de la estimulacion magnética de baja
frecuencia en lesidon por seccidon completa de la
medula espinal

Diferentes autores han postulado que el efecto de la EMBF depende del arreglo de
bobinas y de la direccion del campo sobre el sitio de la lesidén tanto en estudios in
vitro como in vivo (119 [120,. Debido a que Walter y colaboradores (2004)
propusieron que la direccion del campo magnético debe ser perpendicular a la
médula espinal o al nervio para que se presenten efectos benéficos [90], en el
presente trabajo se utilizé un arreglo de bobinas Helmholtz con una intensidad de
campo de 0.7mT a 60Hz y con direcciéon perpendicular. No se intentd una
intensidad de campos mayor, porque los implantes empleados en esta
investigacion son conductores de electricidad y se podrian haber generado
efectos térmicos con consecuencias como hipertermia, quemaduras en los
animales, necrosis o muerte celular [94).

Si la EMBF que se utilizo en este trabajo de investigacién, no obtuvo los
resultados esperados puede deberse a que la intensidad de campo magnético
utilizada no fue la correcta para este modelo experimental en particular, o bien,
debido a que en los estudios in vivo e in vitro en los que nos basamos para la
presente propuesta, las células interactian y reaccionan de forma diferente
cuando estan en cultivo dependiendo de multiples variables como la de la fase del
ciclo celular en la que se encuentran. Lo cierto es que los efectos reportados en la
literatura difieren de un estudio a otro en mayor o menor grado. Aunado a lo
anterior, los sistemas bioldgicos poseen sensores que detectan directamente los
campos magnéticos de baja frecuencia y estaticos, entre estos sensores se
encuentran la magnetita (oxido ferroso) y el Ca™" 1126), por lo que es posible que al
igual que en los experimentos in vitro, el Ca™ incremente sus concentraciones
citosolicas al estimular magnéticamente las moléculas y los lipidos de la
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membrana plasmatica [94] (1271. Se ha demostrado que cuando se presenta una
lesion de la médula espinal se produce una desregularizacion iénica, la cual
genera una despolarizacion de la membrana de la neuronas sobrevivientes,
provocando con ello que los canales de Ca™ dependientes de voltaje se abran e
ingresen grandes cantidades de dicho i6n a la célula [43), por lo que, la
combinacion de ambas estrategias podria producir efectos adversos, ya que tanto
la LPSCME como la EMBF incrementan las concentraciones de Ca*™ al interior de
la célula provocando de este modo, mayor muerte celular y por ende mayor
destruccion del tejido nervioso. Debido a lo antes mencionado, se realiz6
mediciones de Ca'" por espectrofometria de absorcién atémica en suero
sanguineo para valorar si el incremento de este idn a nivel sistémico podria tener
un efecto téxico, el cual podria repercutir en la recuperacion del tejido nervioso y
sobre la recuperacion funcional. Los resultaron mostraron que el subgrupo
Contro+EMBF y PPy/I+EMBF incrementaron sus concentraciones de Ca™ en un
105% y 109% respectivamente, en comparacion con animales que no fueron
sometidos a ningun procedimiento quirurgico. Este se vio reflejado en el hecho de
que los animales de estos subgrupos presentaron mayor destruccion del tejido
nervioso y una baja recuperacion funcional. Sin embargo, el subgrupo PPy+EMBF
en el cual, no se presentd un incremento significativo en las concentraciones de
Ca™, la recuperacion funcional y la preservacién del tejido nervioso fue favorable.

Por otro lado, se ha demostrado que la EMBF en presencia de iones de Fe™
pueden incrementar las concentraciones de radicales libres e inducir la ruptura de
las cadenas de ADN provocando la muerte celular. Esto es un factor importante
porque a que el sistema nervioso central es particularmente susceptible al dafio
causado por los radicales libres [128] [129). Mas aun, dentro de los mecanismos
secundarios de lesion, la lipoperoxidacion es uno de los principales causantes de
la perdida neuronal debido a que las membranas celulares del sistema nervioso
son ricas en colesterol y acidos grasos poli-insaturados lo cual constituye un
blanco perfecto para los radicales libres incrementando la degeneracion vy la
muerte neuronal. Lo anterior se vio reflejado en los animales del subgrupo
Control+EMBF, puesto que la necrosis y las cavidades o quistes que se formaron
después de la lesidon fueron de mayor tamano al compararlos con los de los otros
grupos; y puesto que la presencia de células inflamatorias era minima en estos
animales, es posible que las cavidades se hayan formado por lipoperoxidacion y
por efecto de la glia reactiva.
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8. Conclusiones

Los implantes poliméricos de PPy y sus derivados, sintetizados por plasma,
ejercen un efecto neuroprotector caracterizado por una menor destruccion del
parénquima medular, disminucion de tejido necrotico, reduccion de la presencia de
células inflamatorias y una mayor recuperacion funcional en comparacién a los
animales con LPSCME.

El tratamiento combinado de implantes de PPy mas EMBF tienen un efecto
positivo en la recuperacién funcional y en la preservacion del tejido nervioso
mientras que la combinacién de EMBF con implantes de PPy/l produce un efecto
negativo en ambos aspectos, probablemente debido al incremento en la
conductividad por la presencia del iodo, lo cual genera hipertermia en el tejido
medular y muerte del mismao.

Los implantes de PPy/PEG no ejercieron efectos significativos positivos ni
negativos sobre la recuperacion funcional cuando se comparan con los subgrupos
Control y/o Control+EMBF debido a que el PPy/PEG no es un polimero conductor
de electricidad; Sin embargo es un material con propiedades de neuroprotecion el
cual, si se usa con otros estrategias podria tener buenos resultados.

El incremento de las concentraciones de Ca'" intracelular en los subgrupos
Control+EMBF y PPy/I+EMBF tiene efectos negativos sobre la recuperacion
funcional y la preservacion del tejido nervioso, mientras que en el grupo con
implante de PPy+EMBF las concentraciones de Ca’™ disminuyeron y no se
observaron efectos negativos ni histolégicos ni funcionales.

La EMBF reduce la proliferacion y/o migracion de células inflamatorias con o sin
implante en el sitio de LPSCME in vivo.

Por lo anterior se debera tomar en cuenta las caracteristicas fisico-quimicas
especificas de los polimeros a implantar y los posibles efectos que sobre estos
ejerzan no solo el hospedero o receptor del implante, si no también las otras
alternativas terapéuticas que se llegue a utilizar en conjunto.

75



Capitulo 9. Perspectivas

9. Perspectivas

@ Estudiar la Influencia del campo magnético sobre la regeneracién axonal
después de un implante de polimero semiconductor en un modelo de
lesion por seccibn completa de la médula espinal a diferentes
intensidades y periodos de tiempo.

@ Hacer uso de polimeros semiconductores derivados del pirrol
sintetizados por plasma en LTME en combinacion con otras estrategias
terapéuticas para incrementar su efecto benéfico como implantes en
lesiones medulares.

@ Explorar el uso de otros biomateriales poliméricos como implantes en
LTME para restablecer la funcién neurolégica.

@ Estudiar otras estrategias terapéuticas para restablecer la funcion
neurolégica.

76



Bibliografia

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Guyton A.C. (1987) Fisiologia Humana. McGraw-Hill, México

Lockhart RD., Hamilton GF., Fyfe FW. (1995) Anatomia Humana Interamericana
McGraw-Hill, México

Alcaraz RV. (2001) Estructura y funcion del sistema nervioso: recepcion sensorial y
estados del organismo. Editorial el manual moderno, México

Paulsen DF. (1991) Histologia Basica. Editorial el manual moderno, México

Diaz RA. (2003) Efecto de la ciclosporina-A sobre la expresion y actividad de la sintasa
del oxido nitrico en tejido medular de rata. Tesis de Doctorado UNAM, México

Guyton A. C. (1994) Anatomia y fisiologia del sistema nervioso. Editorial médica
panamericana, México

Kandel ER, Scwartz JH, Jessell T M. (1997) Neurociencia y conducta. Prentice Hall,
Madrid

Purves D, Augustine GJ, Fitzpatrick D, Katz LC, LaMantia A, McNamara JO. (2001)
Invitacion a la neurociencia. Editorial médica panamericana; Argentina

Pardini CM. (1998) Epidemiologia de la lesion medular traumatica en el Distrito Federal.
Tesis doctoral, Secretaria de Salubridad y Asistencia, México

UAB at http://www.spinalcord.uab.edu

Schwab ME, Bartholdi D (1996) Degeneration and regeneration of axons in the lesioned
spinal cord. Physiol Rev 76: 319-370.

Hulsebosch CE (2002) Recent advances in pathophysiology and treatment of spinal cord
injury. Adv. Physiol Educ 26 (4): 238-255.

Tator CH (1995) Update on pathophysiology and pathology of acute spinal cord injury.
Brain Pathol 5: 497-513.

Caballero CS, Nieto-Sampedro M (2005) Fisiopatologia de la lesion medular. Revisién de
literatura. Articulos de Revisién 36 (1): 75-86.

Dusart |, Schwab ME (1994) Secondary cell death and imflammatory reaction after
dorsal hemisection of the rat spinal cord. Eur J Neurosci 6: 712-724.

Nieto-Sampedro M (2001) Reparacion del trauma medular. Bol Soc Esp Neuroci 12: 2-
15.

Nieto-Sampedro M (1999) Neurite outgrowth inhibitors in gliotic tissue. Adv Exp Med Biol
468:207-224.

Means ED, Anderson DK (1983) Neuronophagia by leukocites in experimental spinal cord
injury. J. Neropathol Exp Neurol 42:707-719.

McTigue DM, Tani M, Krivacic K, Chernosky A, Kelner GS, Maciejewski D (1998)
Selective chemokine mRNA accumulation in the rat spinal cord after contusion injury. J
Neurosci Res 53: 358-376.

77


http://www.spinalcord.uab.edu/

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Moreno-Flores M. T., Bovolenta, P, Nieto-Sampedro M (1992) Polymorphonuclear
leukocites in brain parenchyma alter injury and their interaction with purified astrocytes in
culture. Glia 7: 146-157.

Perry VH, Brown MC, Gordon S (1993) The macrophage response and inflammation in
the central nervous system. Trends Neurosci 16: 268-273.

Barlett B, Holets VR, Bates ML, Clarke TS, Watson BD (1994) Characterization of
photochemically induced spinal cord in the rat by light and electron microscopy. Exp.
Neurol 127: 76-93.

Girardi FP, Khan SN, Cammisa FP, Blanck TJJ (2000) Advances and strategies for spinal
cord Regeneration. Orthop Clin North America 31: 465-476.

Griffiths IR, McCulloch MC (1983) Nerve fibres in spinal cord impact injuries. J Neurol Sci
58: 335-349.

Bunge RP, Puckett WR, Becerra JL, Marcillo A, Quencer RM (1193) Observations on the
pathology of human spinal cord injury. A review and classification of 22 new cases with
details from a case of chronic cord compression with extensive focal demyelination. Adv
Neurol 59: 75-89.

Lemke M, Demediuk P, Mcintosh T K, Vink R, Faden Al. (1987) Alterations tissue Mg++,
Na+ and spinal cord edema following impact trauma in rats. Bioch Cipo Res Com. 147:
1170-1175.

Young W, Koreh I. (1986) Potassium and calcium changes in injured spinal cords. Brain
Res. 365: 42-53

Siegel GJ, Agranoff BW, Albers RW, Fisher SK, Uhler MD. (1998) Basic neurochemistry
molecular, cellular and medical aspects. Lippincott Raven; New York

Diaz RA, Guizar SG, Rios CC. (2002) Estrategias neuroprotectoras después de una
lesion traumatica de medula espinal. Rev Med IMSS 40 (5): 437-455

Dykens, J.A. (1994) Isolated Cerebral and Cerebellar Mitochondria Produce Free
Radicals when Exposed to Elevated Ca2+ and Na+: Implications for Neurodegeneration.
J. Neurochem. 63: 584-591

Stoffel W. (1990) The myelin membrane of the central nervous system essential
macromolecular structure and function. Angew Chem Int De Engl 29:958-976

Choit DW. (1995) Calcium Still center-stage in hipoxic-ischemic neuronal death. Trenes
Neurosci. 18:58-60

Bracken MB, Shepard MJ, Holford TR, Leo-Summers L, Adrich EF, Fazl M, et al. (1998)
Methylprednisolone of tirilazad mesylate administration after acute spinal cord injury: 1-
year follow up. Result of the Third National Acute Spinal Cord Injury Randomized
Controlled Trial. J Neurosurg 89(5):699-706

Pointillart V, Petitiean ME, Wiart L, Vital JM, Lassié P, Thicoipé M, Dabadie P. (2000)
Pharmacological therapy of spinal cord injury during the acute phase. Spinal Cord 38:71-
76

Braughler JM, Chase RL, Neff GL, Yonkers PA, Day JS, Hall ED, et al. (1998) A new 21-
aminoesteroid antioxidant Lacking glucocorticoid activity stimulates adrenocorticotropin
secretion and block araquidonic acid release from pituitary tumor (AtT-20) cells. J
Pharmacol Exp Ther 244(2):423-427

78



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Xiao J, Zhao D, Hou T, Wu K, Zeng H. (1998) Synergetic protective affects of combined
blockade by two kinds of autolesion mediador receptor on neurological function after
cervical cord injury. Chin Med J (Engl) 111:443-446

Chang RC, Rota C, Glover RE, Mason RP, Hong JS. (2000) A novel effect of an opioid
receptor antagonist, naloxone, on the production of reactive oxygen species by microglia:
a study by electron paramagnetic resonance spectroscopy. Brain Res 854; 224-229

Hukuda S, Maeda T. (1996) The role of GM-1 ganglioside in the injured spinal cord of
rats: An immunohistochemical study using GM-1 antisera. J Neurotrauma 13(3):163-170

Fehlings MG, Tator CH. (1989) The effect of nimodipine and dextran on axonal function
and blood flow following experimental spinal cord injury. J Neurosurg 71(3):403-416.

Wada S, Yone K, Ishidou Y, Nagamine T, Nakahara S, Niiyama T, et al. (1999)
Apoptosis following spinal cord injury in rats and preventive effect of N-methyl-Daspartate
receptor antagonist. J Neurosurg (1 Suppl):98-104

Lang-Lazdunski L, Heurteauz C, Vaillant N, Widmann C, Lazdunski M. (1999) Riluzole
prevents ischemic spinal cord injury caused by aortic crossclamping. J Thorac
Cardiovasc Surg 117 (5):881-889

Diaz-Ruiz A, Rios C, Duarte |, Correa D, Guizar- Sahagun G, Grijalva |, et al. (1999)
Cyclosporin-A inhibits lipid peroxidation after spinal cord injury in rats. Neurosci Lett
266(1):61-64

Diaz-Ruiz A, Rios C, Duarte I, Correa D, Guizar- Sahagun G, Grijalva I, et al. (2000)
Lipid peroxidation inhibition in spinal cord injury: Cyclosporin-A vs. methylprednisolone.
Neuroreport 11(8):1765- 1767

Bavetta S, Hamlyn Pj, Burnstock G, Lieberman AR, Anderson PN. (1999) The effects of
FK506 on dorsal column axon following spinal cord injury in adult rats: Neuroprotection
and local regeneration. Exp Neurol 158(2):382-393

Kaptanoglu E, Caner HH, Surucu HS, Akbiyik F. (1999) Effect of mexiletine on lipid
peroxidation and early ultrastructural findings in experimental spinal cord injury. J
Neurosurg 91(2 Suppl):200-204

Hu WH, Li F, Qiang WA, Liu N, Wang GQ, Xiao J, Liu JS, Liao WH, Jen MF. Dual role for
nitric oxide in dynorphin spinal neurotoxicity. J Neurotrauma 1999;16(1):85-98

Zeman RJ, Feng Y, Peng H, Etlinger JD. (1999) Clenbuterol, a 02 adrenoreceptor
agonist improves locomotion and histological outcomes after spinal cord contusion in rats.
Exp Neurol 159(1):267-273

Suzer T, Coskun E, Islekel H, Tahta K. (1999) Neuroprotective effect of magnesium on
lipid peroxidation and axonal function after experimental spinal cord injury. Spinal Cord
37(7):480-484

Segal JL, Pathak MS, Hernandez LP, Himber PL, Brunnemann SR, Charter RS. (1999)
Safety and efficacy of 4-aminopyridine in humans with spinal cord injury: A long-term,
controlled trial. Pharmacotherapy 19(6):713-723

Zhou F, Zhu X, Castellani RJ, Stimmelymayr R, Perry G, Smith MA, Drew KL (2001)
Hibernation, a model of neuroprotection. Am J Pathol 158:2145-2151

Maragos WF, Korde AS (2004) Mitochondrial uncoupling as a potential therapeutic target
in acute central nervous system injury. J Neurochem 91(2):257-262

Nomura H, Tator CH, Shoichet MS (2006) Bioengineered strategies for spinal cord
repair. J Neurotrauma 23: 496-507.

79



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Olayo R, Rios C, Salgado-Ceballos H, Cruz GJ, Morales J, Olayo MG, Alcaraz-Zubeldia
M, Alvarez AL, Mondragon R, Morales A, Diaz-Ruiz A (2007) Tissue spinal cord
response in rats after implants of polypyrrole and polyethylene glycol obtained by plasma.
J Mater Sci Mater Med. J Mater Sci Mater Med. 19:817-826

Alvarez-Mejia AL, Mondragon-Lozano R, Morales-Guadarrama A 2004 Interfaz Neuro-
Motora, Conector permanente para la extraccion de sefiales neuro-motoras. Tesis de
licenciatura IPN, México

De la Torre JC (1982) Catecholamine fiber regeneration across a collagen bioimplant
after spinal cord transection. Brain Res. Bull 9: 545-552

Marchand R, Woerly S, Bertrand L, Valdes N (1993) Evaluation of two cross-linked
collagen gels implanted in the transacted spinal cord. Brain Res. Bull 30:415-422.

Yoshi S, Oka M, Shima M, Taniguchi, Akagi M (2004) Restoration of function after spinal
cord transection using a collagen bridge. J Biomed Mater Res A 70: 569-575

King VR, Phillips JB, Brown RA, Priest-Ley JV (2004) The effects of treatment with
antibodies to transforming groth factor betal and beta2 following spinal cord damage in
the adult rat. Neuroscience 126: 173-183

Kataoka K, Suzuki Y, Kitada M y col (2004) Alginate enhances elongation of early
regenerating axons in spinal cord of young rats. Tissue eng. 10: 493-504

Suzuki Y, Kitaura M, Wu S y col (2002). Electrophysiological and horseradish peroxidase-
tracing studies of nerve regeneration through alginate-filled gap in adult rat spinal cord.
Neurosci Lett 318:121-124

Zimmermann U, Thurmer F, Jork A y col (2001) A novel class of amitogenic alginate
microcapsules for longterm inmunoisolated transplantation. Ann. NY Acad Sci 944:199-
215

Rochkind S, Shahar A, Amon M, Nevo Z (2002) Transplantation of embryonal spinal cord
nerve cells cultured on biodegradable microcarriers followed by low power laser
irradiation for the treatment of traumatic paraplegia in rats. Neurol Res 24: 355-360

Luo J, Shi R (2004). Diffusive oxidative stress following acute spinal cord injury in guinea
pigs and its inhibition by polyethylene glycol. Neurosci Lett 359:167-170

Borgens RB, Shi R, Bohnert D (2002) Behavioral Recovery from spinal cord injury
following delayed application of polyethylene glycol. J Exp Biol 205: 1-12

Laverty PH, Leskovar A, Breur GJ y col (2004) A preliminary study of intravenous
surfactants in paraplegic dogs: polymer theraphy in canine clinical SNC. J Neurotrauma
21:1767-1777

Tsai EC, Dalton PD, Shoichet MS, Tator CH (2006) matrix inclusion within synthetic
hydrogel guidance channels improves specific supraspinal and local axonal regeneration
after complete spinal cord transection. biomaterials 27: 519-533

Woerly S, Doan VD, Sosa N, De Vellis J, Espinosa-Jeffrey a (2004) prevention of gliotic
scar formation by neurogel allows partial endogenous repair of transected cat spinal cord.
j. neurosci. res. 75; 262—-272

Hejcl A, Lesny P, Pradny M, Michalek J, Jendelova J, Stulik J, Sykova E (2008)
Biocompatible hydrogels in spinal cord repair. In press

Tessier-Lavigne M, Goodman CS. (2000) Perspectives: neurobiology. Regeneration in
the nogo zone. Science 287(5454):813-814

80



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.
83.

84.

Jeffery ND, Crang AJ, O'Leary MT, Hodge SJ, BlakemoreWF. (1999) Behavioral
consequences of oligodendrocyte progenitor cell transplantation into experimental
demyelinating lesion in the rat spinal cord. Eur J Neurosci 11(5):1508-1514

Robchevsky AG, Streit WJ. (1998) Role of microglia in postinjury repair and regeneration
of the CNS. Ment Retard Dev Disabilities Res Rev 4:187-192

Dumouli A, Privat A, Gimenez-y-Ribotta . (2000) Transplation of embrionic Rafe cells
regulates the modifications of the gabaergic phenotype occurring in the injury spinal cord.
Neuroscience 5: 173-182

Gimenez-y-Ribotta M, Orsal D, Feraboli-Lohnherr D, Privat A. (1998) Recovery of
locomotion following transplatation of monoaminergic neurons in the spinal cord of
paraplegic rats. Ann NY Acad Sci 860:393-411

Bamber NI, LiH, Aebischer P, Xu XM. (1999) Fetal spinal cord tissue in mini-guidance
channels promotes longitudinal axonal growth alter grafting into hemisected adult rat
spinal coros. Neural Plast 6: 103-121

Salgado-Ceballos H, Guizar-Sahagun G, Feria-Velasco A, Grijalva |, Espitia L, Ibarra A,
Madrazo | (1998) Spontaneous long-term remyelination after traumatic spinal cord injury
in rats. Brain Res.782(1-2):126-135

Menei P, Montero-Menei C, Whittemore SR, Bunge R.P. Bunge M.B. (1998) Schwann
cell genetically modified to secrete human BDNF promote enhanced axonal regrowth
across transacted adult rat spinal cord. Eur J Neurosci 10(2):607-621

McDonal Jw, Liu XZ, Qu Y, Liu S, Mickey SK, Turetsky D, Gottlieb DJ, Choi DW. (1999)
Transplanted embryonic stem cell survive differentiate and promote recovery in injured rat
spinal cord. Nat Med 5:1410-1412

McTigue DM, Horner PJ, Stokes BT, Gage FH. (1998) Neurotrophin-3 and brain —derived
neurotrophic factor induce oligodendrocyte proliferation and myelination of regenerating
axons in the contused adult rat spinal cord. J Neurosci 18:5354-5365

Grijalva |, Guizar-Sahagun G, Castafieda-Hernandez G, Mino D, Maldonado-Julian H,
Vidal-Cantl G, Ibarra A, Serra O, Salgado-Ceballos H, Arenas-Herndndez R. (2003)
Efficacy and safety of 4-aminopyridine in patients with long-term spinal cord injury: a
randomized, double-blind, placebo-controlled trial. Pharmacotherapy. 23(7) 823-834

Poirrier AL, Nyssen Y, Scholtes F, Multon S, Rinkin C, Weber G, Bouhy D, Brook G,
Franzen R, Schoenen J. (2004) Repetitive trancranial magnetic stimulation improves
open field locomotor recovery after low but not high thoracic spinal cord compression
injury in adults rats. J Neurosci Res 75:253-261

Shirakawa H (2001) The Discovery of Polyacetylene Film: The Dawning of an Era of
Conducting Polymers (Nobel Lecture). Angew. Chem. 40(14) 2574-2580

Revista "Noticiero Plastico", N° 431, junio de 1998, Buenos Aires — Argentina

Asociacién Argentina de materiales (SAM): www.materiales-sam.org.ar

Barbero CA (2005) Polimeros conductores y semiconductores. De la biologia a la
nanotecnoldgia, Programa de Desarrollo de materiales avanzados, Universidad nacional
de rio Cuarto Argentina. Registro N°ISSN 1668-4788

Rocha IS, Mattoso LHC, Malmonge LF, Greg6rio Jr R (1999) Effect of low contents of a
polyaniline derivative on the crystallization and electrical properties of blends with PVDF.
J. Pol Sci. Polym. Phys. 37 (12) 1219-1224

81


http://www.materiales-sam.org.ar/

85.

86.

87.

88.

89.
90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Khare PK, Upadhayay JK, Ashish Verma, Paliwal SK (1998) Electrical conduction
behaviour of diphenylthiocarbazone doped cellulose acetate 47 (2)145-151

Shen M, Bell AT (1978) Plasma Polymerization. University of California, Berkeley. Miami
Beach, Florida

Morales J. (2001) Polimerizacion por plasma: Tratamiento superficial y simulacion del
plasma. Tesis doctoral UAM-I México

Cruz GJ, Morales J, Olayo R (1999) Films obteined by plasma polymerization of pirrole.
Thin solid films 342: 119-126

Williams DF, Roaf R, (1973) Implants in surgery. WB Saunders, Philadelphia 203—297

Chu PK, Chen JY, Wang LP, Huang N (2002) Plasma surface modification of material.
Materials Science and Engineering 36: 143-206

Ferreira M, Rubner MF (1995) Molecular-level processing of conjugated polymers 1 layer-
by-layer manipulation of conjugated polyions. Macromolecules 28 (21) 7107-7114

D’Agostino R (1990) Plasma deposition, treatment and etching of polymers. Ed.
Academic Press EE.UU.

Castner DG, Ratner BD (2002) Biomedical surface science: Foundations to frontiers.
Surface Science 500: 28-60

Bardasano JL, Ellorrieta JI (2000) Bioelectromagnetismo Ciencia y Salud. Serie McGraw-
Hill de divulgacion cientifica, Espafia

Blackman, Blanchard JP, Benane SG, House DE (1994) Empirical test of an ion
parametric resonance model for magnetic field interactions with PC-12 cells.
Bioelectromagnetics 15:239-260

Drucker R, Verdugo-Diaz L, Méndez M, Carrillo J, Morgado C, Hernandez A, Corkidi G
(1994) Comparison between low frequency magnetic field stimulation and nerve growth
factor treatment of cultured chromaffin cells, on neurite growth, noradrenaline release,
excitable properties, and grafting in nigrostriatal lesioned rats. Mol. Cell. Neurosci. 5:485-
498

Morgado C, Verdugo-Diaz L, Garcia D, Morales C, Drucker R (1998) The role of the
voltage-gated Ca”" channels in neurite growth of cultured chromaffin cells induced by
extremely low frequency (ELF) magnetic field stimulation. Cell Tissue Res 291: 217-230

Unsicker, Skaper SD, Varon S (1985) Developmental changes in the response of rat
chromaffin cells neuronotrophic and neurite promoting factors. Dev. Biol. 111:425-433

Hall, Ekanayake S (1991) Effects of growth factors on the differentiation of neural crest
cells and neural crest cells-derivatives. Int. J Dev Biol. 35:367-387

Verdugo-Diaz L, Palomero M; Drucker R (1998) Differentiation of chromaffin cells by
extremely low frequency magnetic fields changes ratios of catecholamine type
Messenger. Bioelectrochem. and Bioenerg. 46: 297-300

Goodman R, Greenebaum B, MArron MT (1995) Effects of electromagnetic fields on
molecules and cells. Int. Rev. Cytol 158: 279-338

Karabakhtsian, Broude N, Shalts N, Kochlatyi S, Goodman R, Henderson AS (1994)
Calcium is necessary in the cell response to EM fields. FEBS Lett. 349:1-6

Garcia, Montero M, Alvarez J, Fonteriz RI, Sanchez A (1994) Effects extremely low
frequency electromagnetic fields on ion transport in several mammalian cells.
Biolectromagnetics 15: 579-588

82



104.

1065.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114,

115.

116.

117.

118.

1109.

120.

121.

122.

123.

Zhang L, Zhou L, Vega-Gonzalez A, Mendoza D, Drucker-Colin R. (1997) Comp Biochem
Physiol 118 (3): 295-299

Feria-Velasco A, Castillo S, Verdugo-Diaz L, Castellanos E, Orozco-Suarez S, Sanchez
C, Drucker-Colin R (1998) Neuronal differentiation of cromaffin cells in vitro, induced by
extremely low frequency magnetics fields of never growth factor: a histological and
ultrastructural comparative study. J Neurosci Res 53:569-582

Azanza MJ., Del moral A, (1998). ELF-magnetic induced effects on the bioelectric activity
of single neurone cells. J Magn Magn Mater. 177-81:1451-1452

Azanza MJ., Del moral A (1994) .Cell membrane biochemistry and neurobiological
approach to biomagnetism. Prog Neurobiol 44(6):517-601

Engstrém (1997) What is the time scale of magnetic field interaction in biological
systems?. Bioelectromagnetics 18:244-249

Prato FS, Carson, JJL, Ossenkopp KP, Kavaliers M. (1995) Posible Mechanisms by
which extremely low frequency magnetic fiels affect opioid function. FASEB J. 9:807-814

Ip NY, Zigmond RE (1984) Pattern of presynaptic nerve activity can determine the type of
neurotransmitter regulating post-synaptic event. Nature 311:472-474

Walicke PA, Campenot RB, Patterson PH (1977) Determination of transmitter function by
neuronal activity. Proc. Natl. Acad Sci 74: 5767-5771

Lomo T, Rosenthal J. (1972) Control of ACh sensitivity by muscle activity in the rat. J
Physiol Lond. 221:493-513

Zigmond REE, Bowers CW. (1981) Influence of nerve activity on the macromolecular
content of neurons and their effector organs. Annu. Rev. Physiol 43: 673-687

Borgens RB, Roederer E, Cohen MJ (1981) Enhanced spinal cord regeneration in
lamprey by applied electric fields. Science 213:611-617

Cohan CS, Kater SB (1986), Suppression of neurite elongation and growth cone motility
by electrical activity. Science 232:1638-1640

Patel NB, Poo MM (1982) Orientation of neurite growth by extra cellular electric fields. J.
Neurosci 2:483-496

Changueux JP, Danchin A (1976) Selective stabilisation of developing synapses as a
mechanism for the specification of neuronal networks. Nature 264:705-12

Archer SM, Dubin Mw, Stark LA. (1982) Abnormal development of kitten retino-geniculate
connectivity in the absence of action potentials. Science 217:743-745

Greenebaum B, Sisken BF (2007) Does direction of induced electronic field of current
provide a test of mechanism involved in nerve regeneration? Bioelectromagnetics (in
press)

Walker JL, Smith JM, Resig P, Herbst E, Sisken BF (2004) The effect of 3 26" Annual
Meeting of the Bioelectromagnetic society, June 20-24 Washington D.C.

McLeod BR, Pilla AA, Sampsel MW (1983) Electromagnetic fields induced by Helmholtz
alding colls incide saline-filled boundarles. Bioelectromagnetics 4: 357-370

Bervar M (2005) Effect of weak: Interrupted sinusoidal low frequency magnetic field on
neural regeneration in rats: Functional Evaluation. Bioelectromagnetics 26: 351-356

Simko M, Mattsson MO (2004) Extremely low frequency electromagnetic fields as
effectors of cellular responses in vitro: possible immune cell activation. J Cell Biochem 93
(1):83-92

83



124.

125.

126.

127.

128.

129.

Simko M (2004) Induction of cell activation processes by low frequency electromagnetic
fields. Scientific World Journal 2:4-22

Rollwitz J, Lupke M, Simko M (2004) Fifty-hertz magnetic fields induce free radical
formation in mouse bone marrow-derived promonocytes and macrophages. Biochim
Biophys Acta 1674(3):231-238

Kirschvink, JL, Kobayashi-Kirschvink A; Woodford BJ. (1992) Magnetite biomineralisation
in the human brain. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7683-7687

Kwo S, Young W, Decrescito V (1989) Spinal cord sodium, potassium, calcium, and
water concentration changes in rats after graded contusion injury. J Neurotrauma 6(1):13-
34

Galer G, Tarkbzer Z, Seyhan N (2007) Electric field effects on guinea pig serum: the role
of free radicals 26(3): 207-223

Sharifian A, Gharavi M, Pasalar P, Aminian O (2008) Effect of extremely low frequency
magnetic field on antioxidant in plasma and red blood cells in spot welders. Int Arch
Occup Environ Health. In press

84



Apéndice A. Ecuacion de Nerst

El potencial eléctrico generado a través de la membrana en equilibrio
electroquimico, el potencial de equilibrio, se puede predecir mediante la ecuacién
de Nerst.

En general esta relacion se expresa como:

E :ﬂln [x],
©oF o [X]
donde:
Ex Es el potencial de equilibrio para cualquier ion.
R Constante de los gases.
T Temperatura absoluta <K>.
z Valencia (carga eléctrica) del ion permeable.
F Constante de Faraday (cantidad de carga eléctrica contenida en un mol de

ion univalente).

Utilizando logaritmos en base 10 a temperatura ambiente esta relacion se
simplifica a:

58 [x],
R
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Apéndice B. Reglamento de la ley general de salud en
materia de investigacion para la salud

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
sefalado 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,
conformaciéon 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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Apéndice C. Procedimiento de hematoxilina y eosina
de Harris

FIJACION: Formalina neutra al 10%, estabilizada, fijadores de Bovino o de
Zenker.

SECCIONES: En parafina, celoidina o por congelacion, de 3 a 20 micrones

SOLUCIONES:
@ Alcohol acido al 1%:
Acido clorhidrico 1ml
Etanol 99ml
@ Agua amoniacal:
Hidroxido de amonio al 28% 2 admi
Agua destilada. 800ml a 1000ml
@ Solucion saturada de carbonato de litio:
Carbonato de litio 1.549
Agua destilada. 100ml

@ Solucion de eosina-floxina.

HEMATOXILINA DE HARRIS

Hematoxilina 5.0g
Etanol al 100% 50.0ml
Alumbre de potasio o de amonio 100.0g
Agua destilada 1000.0ml
Oxido rojo de mercurio 2.59

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

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

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

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

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

5. Lave brevemente en agua corriente.

6. Coloque las laminas en una solucion débil de agua amoniacal o en una

solucién saturada de carbonato de litio hasta que las secciones se vean de
un color azul brillante.

7. Lave concienzudamente en agua corriente por 10min.

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

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

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

11.Montar con medio resinoso.

RESULTADOS

Nucleos azul

Citoplasma de rosado a rojo
La mayoria de otros tejidos de rosado a rojo
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Apéndice D. Escala BBB

La escala BBB evalla la calidad de la marcha a través de 22 grados de
recuperaciéon motora descritos a continuacion:

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

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

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

Grado 3: Movimiento amplio de dos articulaciones.

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

Grado 5: Movimiento limitado de dos articulaciones y amplio de la tercera.
Grado 6: Movimiento amplio de dos articulaciones y limitado de la tercera.

Grado 7: Movimiento amplio de las tres articulaciones de la PT (Cadera rodilla y
tobillo).

Grado 8: Movimientos ritmicos (coordinados) de ambas patas PT sin soporte del
peso o colocacién de la planta pero sin soportar peso.

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

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

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

Grado 12: Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, y
coordinacion ocasional entre PD y PT.
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Grado 13: Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, y
coordinacion frecuente entre PD y PT.

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

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

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

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

Grado 18: La separacion de los dedos es constante durante la marcha. Al hacer
contacto con el piso predominio de la alineacion paralela de la pata al cuerpo,
pero, la rota al levantarla.

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

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

Grado 21: Igual al anterior, pero, tronco constantemente estable.
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