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Resumen

Introduccion: La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) es un problema
de salud publica que provoca la pérdida de la funcion motora, sensitiva y autdbnoma; afecta
principalmente a la poblaciéon economicamente activa (20 a 35 afios). Actualmente no se
cuenta con una estrategia terapéutica efectiva para restablecer la funcion neuroldgica
perdida, debido a la complejidad para revertir los mecanismos fisiopatologicos que se
desencadenan. Se ha demostrado que los implantes de polimero semiconductor después de
una lesion por seccion completa (LPSC) de la médula espinal, promueven la preservacion
del tejido nervioso y la recuperacioén funcional en ratas. Sin embargo, solo se realizaron
pruebas cualitativas para monitorear la evolucion del estado de la médula espinal, sin
observar el estado de la sefial nerviosa. Por otro lado, el monitoreo neurofisioldgico
proporciona un indicador cuantitativo del estado de la funcion nerviosa de la médula
espinal. Los potenciales evocados somatosensoriales (PES) son una herramienta para
evaluar esta funcion.

Objetivo: Evaluar el efecto de tres implantes de polimeros semiconductores:
Polipirrol  (PPy), Polipirrol dopado con yodo (PPy/I) y el co-polimero
Polipirrol/Polietilenglicol (PPy/PEG), en un modelo LPSC de la médula espinal y
monitorear el efecto sobre la funcidon nerviosa mediante la escala motora descrita por
Basso, Beattie y Bresnahan (BBB) y los potenciales evocados somatosensoriales (PES), asi
como, evaluar la cantidad de tejido preservado.

Materiales y Métodos: Se realizd un ensayo experimental aleatorio controlado con
una muestra de 24 ratas que se sometid a una cirugia de LPSC de la médula espinal, y se
dividid en cuatro grupos experimentales como sigue: Grupol control; Animales con LPSC
de la médula espinal sin implante, Grupo 2 PPy; Animales con LPSC de la médula espinal
y con implante de Polipirrol, Grupo 3 PPy/I: Animales con LPSC de la médula espinal y
con implante de polipirrol dopado con yodo y Grupo 4 PPy/PEG: Animales con LPSC de la
médula espinal y con implante de polipirrol/Polietilenglicol en el sitio de lesion. Se
realizaron pruebas electrofisiologicas de PES un dia antes de la lesion para conocer los
parametros normales y posteriormente los animales fueron evaluados 24h para demostrar la
ausencia de funcion nerviosa, finalmente se evaltio la funciéon motora y sensitiva con la
escala BBB y con PES, respectivamente, una vez por semana durante ocho semanas, al
término de este tiempo los animales fueron sacrificados para realizarles un estudio
histoldgico y evaluar la cantidad de tejido preservado por medio de un equipo digitalizador
de imagenes.

Resultados: Los resultados demostraron una mayor recuperacion funcional y de la
sefial nerviosa en los animales implantados con PPy y PPy/I al ser comparados con los
animales que no recibieron implante (p<0.05), en ambos estudios (BBB y PES), asi mismo,
se observd una mayor cantidad de tejido preservado en los animales con implante de PPy y
PPy/I, que fue estadisticamente significativa al ser comparados con el grupo control.



Conclusiones: Es uno de los primeros estudios en el que se prueban biomateriales
sintetizados por plasma como una alternativa de tratamiento de lesiones de la médula
espinal. Los implantes de PPy y PPy/I mejoran de manera significativa la funcién motora
en los animales sometidos a un modelo de LPSC de la médula espinal, estos implantes
tienen un efecto neuroprotector al disminuir la cantidad de tejido dafado y presentan una
menor respuesta inflamatoria cuando son comparados con el grupo control. El modelo de
LPSC de la médula espinal es muy agresivo para ser evaluado mediante el registro de PES,
sin embargo, el empleo de la representacion tiempo-frecuencia y la CCBN son una
herramienta util para analizar y comparar los registros, por otro lado el implante de
electrodos intracraneales es una buena opcion para el registro de PES en modelos cronicos.
Aun se requiere de una mayor cantidad de experimentos para desarrollar técnicas mas
adecuadas y poder proponer el uso de estos materiales como tratamiento en pacientes con
lesion traumatica de la médula espinal.



1. Marco Teérico

1.1. Estructuray funcién del sistema nervioso

El sistema nervioso (SN) es una red de tejido especializado, se encarga de coordinar

las funciones de las células, desempefia 3 funciones principales: (1) funcidn sensitiva, (2)
funcion integradora, y (3) funcién motora. Se divide en Sistema nervioso central (SNC),
que a su vez estd compuesto por el encéfalo y la médula espinal, y sistema nervioso
periférico (SNP). [1-2]

1.

El SN se compone de dos tipos de células basicas:

Neuronas: realizan todas las funciones especializadas atribuidas al SN; como recibir e
integrar en forma simultdnea estimulos provenientes de varias fuentes, traducir el
estimulo en una diferencia de carga eléctrica entre las superficies de sus membranas,
propagar esta diferencia de potencial, traducir la sefal eléctrica en mensajeros quimicos
y llevar estos mensajeros a células efectoras [3-4] (Figura 1.1).

La neurona esté constituida principalmente por 4 regiones.

Cuerpo celular o soma: A partir de ¢l se desprenden multiples prolongaciones
ramificadas que constituyen las principales areas receptoras de la neurona. En esta
region se encuentra el nucleo y gran cantidad de organelos. Brinda gran parte de la
nutricion de la célula. [1]

Dendritas: Prolongaciones ramificadas del cuerpo celular, la mayoria de las sefiales
que la neurona va a transmitir ingresan por las dendritas, suelen recibir sefiales de
puntos de contacto con otras neuronas, cada uno de estos se denomina sinapsis. [1]

Axon: Prolongacion que abandona el soma de la neurona, suele denominarse fibra
nerviosa. Llevan las sefiales nerviosas a la neurona siguiente. [1]

Sinapsis: Todos los axones presentan muchas ramificaciones cerca de sus
terminaciones, en el extremo de cada una de esas terminaciones existe una
terminacion axonica especializada (terminacion presinédptica), que descansa sobre la
superficie de la membrana de una dendrita o del soma de otra neurona; se tiene asi
un punto de contacto, denominado sinapsis, a través del cual se pueden transmitir
las sefiales de una neurona a la siguiente. [1]



Figura 1.1: Estructura de una neurona. [5]

2. Células de sostén y aislantes: Son células que mantienen a las neuronas en su lugar y
evitan la diseminacion de las sefiales por otras neuronas. En el SNC ambos tipos se
denominan en conjunto neuroglia mientras que en el SNP las células encargadas de
estas funciones son las células de Schwann (CS). Las células de la neuroglia en el SNC
se dividen en:

a. Oligodendrocitos: Cuya funcién es proveer y mantener un recubrimiento aislante
(mielina) a los axones.

b. Astroglia: Encargada de multiples funciones, entre ellas la regulacion de diversos
sustratos y precursores para la sintesis de citocinas, y neurotransmisores, estin
involucradas en el metabolismo neuronal y nutricién de las neuronas.

c. Microglia: Cumplen la funcién de responder como células inflamatorias cuando
existe un estimulo traumdtico o infeccioso sintetizando citocinas. (La microglia
secreta dos sustancias: el factor de crecimiento de fibroblastos y el factor de
crecimiento del nervio, el cual, ayuda a madurar las neuronas y favorece la
supervivencia de la glia.)

El SNC, esta ubicado en un plano profundo del organismo, rodeado y protegido por
el hueso, consiste del cerebro dentro del craneo y la médula espinal que se extiende por el
conducto vertebral.

El cerebro es la principal area integradora del SN. La médula espinal desempefia dos
funciones; sirve como conducto para muchas vias nerviosas que van y vienen del encéfalo,
y como area integradora para muchas actividades nerviosas subconscientes.



En el SNP los axones estan protegidos por 3 envolturas separadas de tejido
conjuntivo: endoneuro, perineuro y epineuro, presentes a todo lo largo del nervio. Cada
fibra nerviosa con sus respectivas CS son envueltas por un endoneuro de tejido conjuntivo
formado por una fina malla de microfibrillas de coldgena orientadas longitudinalmente, que
esta en contacto directo con la lamina basal de las CS y envuelve ademads a los capilares
que nutren a la fibra nerviosa, fibroblastos, macréfagos y células cebadas. [6]

Las fibras nerviosas individuales se agrupan constituyendo fasciculos cefiidos por
un perineuro que anatdémicamente es continuacion de la aracnoides que envuelve a la
médula espinal. El perineuro consta de una o varias capas celulares, segin el diametro del
nervio, alternadas con redes de microfibrillas de colagena. Las células que forman este
tejido son planas, escamosas y producen una delgada ldmina basal en ambas caras
celulares, que funciona como una barrera protectora semipermeable entre las fibras
nerviosas y el tejido epineural; estas células son contractiles debido a que contienen una
gran cantidad de microfilamentos similares a los que poseen las células musculares lisas.

[6]

Todo el conjunto de haces de fibras nerviosas, vasos sanguineos y tejido adiposo se
encuentra envuelto por el epineuro, formado por abundantes fibras de colagena. [6-7]

Las fibras del nervio periférico (NP) se clasifican en mielinicas y amielinicas de
acuerdo a la presencia o no de la vaina que forman las CS alrededor del axon. Las fibras
amielinicas se originan por la asociacion de los axones con las CS formando haces de
aproximadamente 5 a 20 fibras inmersas en una misma CS la cual envuelve y protege al
conjunto de axones que integran columnas continuas y se interdigitan a lo largo del NP. [8-
9]

En las fibras mielinizadas, la vaina de mielina se produce cuando las CS envuelven
al axon originando un estrecho contacto entre las caras externas de su membrana; una vez
formada la vaina, ésta se interrumpe a intervalos de los nddulos de Ranvier por lo que cada
segmento se halla mielinizado por una sola CS.

1.2. Médula espinal

Existen 3 membranas que rodean a la médula espinal: la duramadre, la aracnoides y
la piamadre. La duramadre es la mas externa, es una cubierta tubular fibrosa y resistente. El
espacio epidural separa a la duramadre de la columna vertebral, contiene tejido areolar laxo
y plexos venosos. El espacio subdural es un espacio estrecho entre la duramadre y
aracnoides subyacente. La aracnoides es una membrana transparente delgada, separada de
la piamadre por el espacio subaracnoideo que contiene el liquido cefalorraquideo. La
piamadre se adosa intimamente a la médula espinal. (Figura 1.2)
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Figura 1.2: Estructura de la médula espinal. [ 1]

El encéfalo y la médula espinal estan compuestos por areas de sustancia gris y areas
de sustancia blanca, mientras que en el cerebro la sustancia blanca es mas profunda, si se
observa en seccion transversal la médula espinal se aprecia contiene una masa de sustancia
gris en forma de H rodeada por sustancia blanca, la sustancia gris estd constituida por dos
mitades simétricas unidas en la linea media por una conexién transversal (comisura), de
sustancia gris, a través de la cual corre un pequefio conducto central. La columna gris
anterior (asta anterior) esta delante del conducto central y contiene las células que dan
origen a las fibras de las raices ventrales. La columna lateral contiene células
preganglionares del sistema nervioso autonomo. La columna gris posterior (asta posterior)
es una columna larga y delgada que llega casi hasta el surco colateral posterior. Esta
cubierto por una masa en forma de media luna, de tejido translucido, que contiene células
nerviosas. La formacion reticular es una red de prolongaciones que se extienden dentro del
cordon lateral situado entre los cordones anterior y posterior. La forma, cantidad y aspecto
de la sustancia gris varia a diferentes niveles. La sustancia gris de la médula espinal puede
ser dividida en 2 componentes principales: motor y receptor. La parte motora comprende a
las columnas anterior y lateral y da origen a las raices anteriores. Contiene el asta anterior
con 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. Ver
figura 1.3. [10]
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Figura 1.3: Corte transversal de las principales vias largas de fibras nerviosas de la médula espinal. [1]

1.2.1. Via sensitiva

Toda la informacion sensorial procedente de los segmentos somaticos del cuerpo
entra en la médula espinal a través de las raices dorsales de los nervios espinales. Desde su
punto de entrada en la médula espinal y, después, en el encéfalo, los impulsos sensoriales
discurren a través de una de estas vias: 1) sistema columna dorsal-lemnisco medial, o 2)
sistema anterolateral. Estos dos sistemas se retinen de forma parcial en el talamo (Figura
1.4).

El sistema columna dorsal-lemnisco medial, transporta los impulsos principalmente
por las columnas dorsales de la médula (los nucleos cuneiforme y gracil); después de
establecer sinapsis y de cruzar al lado opuesto del bulbo, las sefiales ascienden por el tronco
encefalico hasta el tdlamo a través del lemnisco medial. Los impulsos del sistema
anterolateral penetran, en primer lugar, en la médula espinal procedentes de las raices
posteriores y establecen sinapsis con las astas dorsales de la sustancia gris; a continuacion,
cruzan al lado opuesto y ascienden por las columnas anterior y lateral de la médula para
terminar en el tronco encefalico y en el talamo. [1]
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1.2.2. Via motora

Las sefiales motoras se transmiten directamente desde la corteza a la médula a través
de la via corticoespinal (via piramidal), e indirectamente por multiples vias accesorias
donde intervienen los ganglios basales, el cerebelo, y diversos nucleos del tronco
encefalico. En general, las vias directas se ocupan més de movimientos concretos y
detallados, en especial de los segmentos distales de los miembros.

El haz corticoespinal se origina en la corteza motora, tras abandonar la corteza
motora pasa por el limbo posterior de la capsula interna (entre el nucleo caudado y el
putamen de los ganglios basales) y luego desciende por el tronco encefalico, formando la
piramide del bulbo raquideo. La mayoria de las fibras piramidales se cruzan de lado en la
médula inferior y descienden en los haces corticoespinales laterales de la médula, para
terminar principalmente en las interneuronas de las regiones intermedias de la sustancia
gris, unas pocas en neuronas de relevo sensitivo en el asta dorsal, y muy pocas en las
motoneuronas anteriores. Algunas de las fibras no cruzan al lado opuesto del bulbo, sino
que descienden ipsolateralmente por los haces corticoespinales ventrales, pero muchas de



estas fibras acaban cruzandose al lado opuesto de la médula, a la altura del cuello o de la
region toracica superior. [1] (Figura 1.5)
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Figura 1.5: Tracto Piramidal. [ 1]

1.3. Potencial de membranay potencial de accién

La transmision de sefiales 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
con ello la generacion de potenciales eléctricos. [1] (Figura 1.6)

El paso del impulso nervioso estd asociado a una despolarizaciéon reversible
transitoria de la membrana, acompafiado de cambios en la permeabilidad en ella. Los iones
sodio entran a la fibra nerviosa durante el ascenso del potencial de accion y los de potasio
salen, a través de canales sensibles a voltaje (Tabla 1.1). Durante la despolarizacion el
sodio (Na") sale selectivamente y regresa el potasio (K') por medio de la bomba Na"
K ATPasa la cual bombea estos iones en relacion 2:1 respectivamente de esta manera se
restablecen las concentraciones originales de estos iones y por lo tanto el potencial de
reposo de la membrana. [11]
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Tabla 1.1: Concentracion aproximada de iones libres en axén de mamifero

Ion Concentracion Concentracion [Ton]e/[Ton]i Potencial de
extracelular (nM) intracelular (nM) Nernst® (mV)

Na' 145 12 12 +66

K' 4 155 0.026 -97

Ca” 1.5 <10’ >1,500 <97

CI 120 4° 30° -90°

* Potencial de equilibrio calculada a 37°C de la ecuacion de Nernst
® Calculo asumiendo un potencial de reposo de -90 mV para la membrana muscular y que los iones de CI
estan en equilibrio

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 y pueden ser empleados para transmitir sefiales a lo
largo de estas membranas.
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1.4. Potenciales evocados

Una herramienta muy util para analizar la funcién neuroldgica son los potenciales
evocados.

1.4.1. Definicion de potenciales evocados

Los potenciales evocados (PE) son las respuestas eléctricas del sistema nervioso
provocadas por un estimulo. Los potenciales se presentan como una secuencia de
oscilaciones y se describen, por lo general, en términos de su magnitud (amplitud),
polaridad (positiva o negativa) y el lapso en el que se presenta la respuesta respecto al
estimulo (latencia). Para registrar estas ondas hay que aplicar varios estimulos, y promediar
la respuesta recibida, ya que la amplitud es muy baja y estd enmascarada por actividad
cerebral basal sin relacion con el estimulo. El registro de los PE se realiza por medio de
electrodos de superficie sobre las extremidades, la médula espinal, o la cabeza, aunque
también se emplean electrodos de aguja en el campo de la investigacion. [12-13]

Los PE se denominan segun el tipo de estimulo que produce la respuesta como
potenciales evocados visuales (PEV), potenciales evocados auditivos (PEA), potenciales
evocados somatosensoriales (PES), potenciales evocados motores (PEM). Son utilizados
para valorar la integridad de las vias nerviosas, ya que si el estimulo visual, auditivo, o
estimulacion eléctrica dada en pies y manos no produce la onda esperada, con la amplitud y
tiempo adecuados, quiere decir que hay alguna alteracion de esa via, y por lo tanto, hara
pensar en un tipo de desorden. [13]

1.4.2. Descripcion general

Los PE son generados por el cerebro o la médula espinal, dependiendo del modo de
estimulo. La generacion de los potenciales es debida a cualquier transmision sinaptica o al
movimiento de las cargas propagadas por el potencial de accion en los nervios.

Los PE corticales son generados por la transmision sindptica en la corteza y/o por el
movimiento de carga en las proyecciones talamo-corticales. Los PE subcorticales son
generados por nucleos localizados debajo de la corteza y proyecciones de ésta, es posible la
superposicion con los PE corticales. El potencial de la corteza puede tener una gran
contribucion con los potenciales subcorticales. Son PE subcorticales los generados en el
tronco cerebral y la médula espinal. [12]

El concepto de campo cercano y campo lejano es importante para la comprension de
los generadores de los PE. El registro de campo cercano significa que el potencial neuronal
pasa inmediatamente por debajo de los electrodos de registro. El electrodo recoge el flujo
de la corriente directa de carga entre el area de la despolarizacion y repolarizacion. La
amplitud de un potencial de campo cercano puede ser muy grande, mientras que los
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potenciales de campo lejano son atenuados por el cuero cabelludo, craneo y otros tejidos.
[12]

El registro de campo cercano muestra una breve onda positiva inicial seguida por
una onda negativa mas grande, que a su vez es seguida por otra positiva. La onda positiva
inicial se debe a la despolarizacion electro tonica de la membrana bajo el electrodo. La
posterior onda negativa se debe a la onda de despolarizacion que pasan por debajo del
electrodo. Al final, la onda positiva se debe a la repolarizacion. La mayor despolarizacién
es un potencial negativo aunque registros intracelulares muestran una reduccién en el
potencial de membrana negativo. Esto se debe a que la despolarizacion esta dada por el
influjo de carga positiva de iones sodio y calcio. El movimiento de estos cationes en las
células produce un potencial negativo extracelular en el registro. [12]

La mayoria de los PE registrados son de campo lejano, ya que los generadores estan
en regiones tan profundas que los electrodos no puede obtener un registro de campo
cercano. Es posible que un complejo de ondas esté conformado por ondas individuales
generadas por estructuras anatdmicas muy separadas unas de otras. [12]

La amplitud de los potenciales de campo lejano es pequefia, debido a la distancia
entre el generador y los electrodos de registro, el potencial es mas susceptible a la
atenuacion por el cuero cabelludo y otros tejidos. [12]

1.4.3. Caracteristicas

Los PE consisten en una serie de ondas en respuesta a un estimulo. Cada una de
estas ondas tiene las siguientes caracteristicas: [12]

» Polaridad (positiva o negativa).
» Latencia.

» Amplitud.

» Forma de onda.

Polaridad

Se refiere al potencial positivo o negativo entre dos electrodos conectados al sistema
de registro. La relacion entre los cambios de potencial eléctrico en los electrodos y las
deflexiones hacia arriba y debajo de las ondas en los PE dependen de (a) cémo se conectan
los electrodos al sistema de registro y (b) la convencion de polaridad usada en el sistema de
registro (Figura 1.7).

Latencia

La latencia es el tiempo transcurrido entre el inicio del estimulo y la respuesta
observable. Generalmente es medida desde el inicio del estimulo hasta el punto de mayor
amplitud positiva o negativa de una deflexion, también es posible medir la latencia entre
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deflexiones, llamada latencia interpicos, ésta representa el tiempo de conduccion entre las
estructuras que generan esas deflexiones (Figura 1.7).

Amplitud

La amplitud es la distancia vertical que representa una diferencia de voltaje, ésta
puede ser medida como (a) amplitud pico que representa la diferencia de voltaje entre un
pico o valle y el nivel de referencia, y como (2) amplitud pico a pico, es la distancia vertical
entre picos sucesivos de polaridad opuesta. (Figura 1.7).

Forma de onda

La forma de los PE puede ser caracteristica dependiendo del tipo de estimulacion,
sin embargo las formas varian considerablemente entre individuos en ausencia de patologia.

|
|

r
'_ o
e

DVT

N? |

] | I l | | | [ msec

Figura 1.7: Caracteristicas generales de los PE.
P, N - Polaridad (Positiva, Negativa), A - Amplitud, L - Latencia.

Modificado de [12]

Variabilidad

Los PE registrados en un individuo de forma consecutiva sin modificar las
condiciones de registro o estimulo, pueden diferir. Los PE registrados bajo las mismas
condiciones en diferentes individuos pueden diferir ain mas. La variabilidad intraindividual
(con el mismo individuo) e interindividual (entre individuos) es muy importante en el
diagnostico clinico, porque la capacidad de detectar anormalidades decrece con el
incremento de la variabilidad: mientras menor sea el rango de variacion de un PE, mayor
sera la oportunidad de detectar leves anormalidades.
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1.4.4. Generadores de potenciales evocados

La localizacion de los generadores de los PE es dificil. Es atractivo pensar que una
forma de onda compleja estd compuesta de ondas individuales, cada una de ellas generadas
por una determinada estructura neuronal a lo largo de la ruta a través del sistema nervioso.
Lamentablemente, éste no suele ser el caso. El movimiento de las cargas a través del
cerebro es tridimensional y puede producir una forma de onda compleja, incluso con un
solo generador. Miltiples generadores pueden incrementar aiin mas este efecto. [12]

En general, si la respuesta es de gran amplitud y distribucion localizadas, el
generador esta cerca del electrodo de registro. Si la respuesta es de baja amplitud y amplia
distribucion, es probable que el generador se encuentre mas alejado y por lo general en el
tejido subcortical profundo. Hasta el momento, los generadores de la mayoria de los PE
solo se han determinado de forma aproximada. [12]

Numerosos estudios se han realizado con el fin de identificar los generadores de los
PE. Tres tipos de generadores parecen contribuir en los registros: (1) PE corticales, (2) PE
subcorticales y (3) PE registrados en los nervios periféricos. [12]

» Los PE corticales se deben en gran medida a la suma espacial y temporal de
potenciales postsinapticos inhibitorios y excitatorios, generados en las membranas
de las células nerviosas en el soma y dendritas en respuesta a una sefial de entrada
producida por un estimulo. El potencial crea flujos de corriente que penetran en la
superficie de la corteza, craneo y cuero cabelludo, con lo que producen campos
eléctricos detectables por los electrodos de superficie.

> Los PE subcorticales son probablemente una mezcla de dos componentes: (1)
potenciales postsindpticos generadas en grupos de neuronas de relevo subcortical,
y (2) potenciales de accion de tractos axonales. El primer componente, consiste en
generadores estacionarios de campos eléctricos, probablemente responsable de los
potenciales subcorticales que se pueden registrar con latencia similar en diversos
sitios distantes de los electrodos. El segundo componente, consiste en la
propagacion de ondas de despolarizacidn, esto podria explicar por qué algunos PE
subcorticales aparecen con retrasos de hasta unos pocos milisegundos en
diferentes sitios de grabacion.

> Los PE registrados en nervios sensoriales se deben a una onda de despolarizacién
propagada a lo largo de la membrana de las fibras nerviosas. Cuando pasa bajo un
electrodo de registro superficial, la onda produce una desviacién negativa que
puede ser precedida y seguida de desviaciones positivas de menor amplitud. El
potencial de accion compuesto puede incluir méas desviaciones generadas por
fibras de grupos de menor velocidad de conduccidn, pero estas desviaciones son
de baja amplitud, debido a una mayor dispersion temporal de impulsos mas lentos.
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1.4.5. Potenciales evocados somatosensoriales

Los potenciales evocados somatosensoriales (PES) consisten en una serie de ondas
que reflejan la activacion secuencial de las estructuras nerviosas a lo largo de las vias
somatosensoriales (columna dorsal-lemnisco medial y anterolateral). Aunque los PES
pueden ser provocados por la estimulacion mecanica, los estudios clinicos utilizan
estimulacion eléctrica en los nervios periféricos, lo que proporciona una mayor y mas
robusta respuesta. Los sitios de estimulacion utilizados para diagnostico clinico con PES
son el nervio mediano en la muiieca, el nervio peroneal comun en la rodilla, y/o la parte
posterior del nervio tibial en el tobillo. Los electrodos de registro se colocan sobre el cuero
cabelludo, la columna vertebral, y los nervios periféricos proximos al sitio de estimulacion.
La via lemnisco-dorsal es el principal generador de PES dentro del sistema nervioso
central. [12, 14]

Los PES se utilizan para el diagnostico clinico en pacientes con enfermedades
degenerativas, en el prondstico de los pacientes en coma, vigilancia intraoperatoria,
enfermedades desmielinizantes, entre otras. El registro de PES anormales puede ser el
resultado de una disfuncion a nivel de los nervios periféricos, plexo y raices espinales,
médula espinal, tronco cerebral, proyecciones talamo-corticales, o la corteza
somatosensorial. Dado que existen multiples vias aferentes paralelas (por ejemplo, las vias
anteriores espinotalamicas y extensiones dentro de la columna dorsal de la médula espinal),
los registros de los PES pueden ser normales, incluso en pacientes con déficit sensorial.
[15]

Los PES consisten en una serie de ondas que estan relacionadas con la activacion
secuencial de estructuras neuronales a lo largo de la via nerviosa somatosensorial. La
mayoria de los PES son producidos por descargas eléctricas aplicadas a los nervios de las
extremidades. Pueden ser registrados simultdneamente con electrodos colocados a lo largo
de la via somatosensorial. La estimulacion de diferentes nervios periféricos produce PES
con diferentes latencias y distribuciones de las ondas. [12]

Usualmente los PES de las extremidades superiores se obtienen por la estimulacion
del nervio mediano en la muiieca, y son registrados con electrodos de superficie sobre la
clavicula, en el cuello, y en el cuero cabelludo; mostrando la actividad generada en el plexo
braquial, porcion superior de la médula espinal, y la corteza somatosensorial,
respectivamente. Mientras que en los miembros inferiores, los PES son obtenidos por
estimulacion del nervio tibial posterior en el tobillo o en el nervio comun de la rodilla, son
registrados sobre las vértebras lumbares, toracicas inferiores, y en el cuero cabelludo; estos
potenciales muestran la actividad de la cauda equina, porcion baja de la médula espinal, y
la corteza somatosensorial, respectivamente. Registros desde las vértebras tordcicas
superiores y las cervicales, generalmente no proporcionan registros fiables en la
estimulacion de miembros inferiores. [12, 16]
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1.4.6. Estimulacion del Nervio Tibial Posterior en el Tobillo

Las descargas eléctricas aplicadas en los nervios periféricos es el tipo de estimulo
mas utilizado en la practica clinica, éstas pueden hacerse por medio de electrodos de
superficie o de aguja. Las latencias pueden ocurrir dentro de 50 ms después del estimulo en
sujetos normales. [12]

Sitio de estimulacion

En la estimulacion por electrodos de superficie, la piel en contacto con los
electrodos debe ser limpiada y someterse a una ligera abrasion, y los electrodos deben
recubrirse con gel conductivo. La impedancia debe ser menor a 10kQ para reducir
artefactos de estimulacion. [12, 15]

Para la estimulacion los electrodos deben colocarse a lo largo de la trayectoria del
nervio. El electrodo proximal de estimulacién debe ser conectado en la terminal negativa
del estimulador (catodo), colocarse a la mitad entre el borde medio del tendon de Aquiles y
el borde posterior del maléolo medio. Mientras el electrodo distal es conectado a la terminal
positiva (dnodo). El &nodo debe ubicarse a 3 cm distales al catodo. (Figura 1.8) [12, 15]

1P 2|0 3|0 4’0 SIO msec

Figura 1.8: Montaje para PES con estimulacion en el nervio posterior del tobillo. Trazos A) cortical, B)
toraxico, C) lumbar, D) fosa poplitea. Lineas sélidas, catodo. Lineas discontinuas, 4anodo. Modificado de [12]
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Intensidad de estimulo

Para la estimulacion de nervios mixtos, la intensidad es determinada por el umbral
motor, esto es, una intensidad suficiente para producir una flexion plantar visible de los
dedos del pie; para esto se emplean generalmente estimulos por corriente en el rango de 5-
15mA utilizando electrodos de superficie, y corrientes menores para estimulaciéon con
electrodos de aguja. [12, 15]

Duracion del estimulo

La duracion del pulso eléctrico mas utilizada en la estimulacion de nervios mixtos
es 200 ps, un menor tiempo de estimulo tiende a estimular en mayor proporcion a la
porciéon motora del nervio mixto. [12, 15]

Frecuencia de estimulacion

Los PES transitorios se obtienen con frecuencias de entre 4-7 estimulos por
segundo. Frecuencias de estimulo menores suelen emplearse para destacar hasta los Gltimos
picos de las ondas en registros de la corteza. [12, 15]

Lateralizaciéon del estimulo

Generalmente se estimula un lado del cuerpo a la vez, para identificar
anormalidades a cada lado de la via nerviosa. La estimulacion simultdnea de ambos lados
del cuerpo, en conjuncioén con registros unilaterales en la corteza somatosensorial, puede
desenmascarar lesiones que no son detectadas mediante estimulacién contra lateral. Sin
embargo, la estimulacion bilateral puede ocultar anormalidades lateralizadas en estructuras
subcorticales. [12]

La estimulacion simultdnea s6lo es recomendada si las velocidades de conduccion
de los nervios periféricos son iguales, debido a que, un retardo en la via aferente puede
influir en la supresion de los PES registrados en la corteza somatosensorial y con esto
sugerir problemas en la conduccién en el sistema nervioso central. [12]
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1.5. Fisiopatologia de la lesién de la médula espinal

La lesion traumatica de la médula espinal causa disfuncion, con la pérdida de la
funcion motora y sensitiva distal en la regiéon caudal al punto de la lesion. Hay
aproximadamente 400000 pacientes con lesion de la médula espinal en los Estados Unidos.
La tasa de incidencia se estima en 1 de cada 1000 personas por afio en los Estados Unidos,
y los varones son cuatro veces mas propensos que las mujeres a sufrir esta lesion. Las
principales causas son accidentes vehiculares (46.9%), accidentes deportivos (8.7%), caidas
(23.7%), lesiones por arma de fuego o cuchillo (13.7%), y otras causas (7%). Las lesiones
se dividen en tres grupos por edades. El primero corresponde a personas jovenes, entre los
16 y 25 afios, que generalmente sufrieron la lesion a causa de una colision de gran energia
(accidente vehicular). El segundo consiste en personas mayores con estenosis espinal
cervical causados por estrechamiento o espondilosis congénitas. Los pacientes en este
grupo a menudo tienen la lesion con menor trauma y comunmente no tienen fracturas
vertebrales. El tercer grupo consiste de las personas con heridas de bala, que es la principal
causa de lesion en muchas zonas urbanas. [17-18]

Hay cuatro tipos de lesion medular: 1) maceracion, en la que la morfologia de la
médula estd muy distorsionada, 2) laceracion (heridas por arma de fuego o cuchillo); 3)
contusion, que provoca hemorragia central en la médula y que puede formar cavidades en
el tejido nervioso, y 4) seccion, en la que no se presenta necrosis como en la contusion. En
los dos primeros casos, la superficie de la médula es lacerada y una importante respuesta
del tejido conectivo se provoca, mientras que en los dos ultimos la superficie de la médula
espinal no es violada y el componente del tejido conectivo es minimo. De estos cuatro tipos
de lesiones, las producidas por contusion representan del 25% al 40% de los casos y es una
lesion progresiva. [17]

El modelo de lesion por contusion es el mas cominmente usado en la investigacion
de la lesion de la médula espinal. Dentro de los cuatro tipos de lesiones, el grado de lesion
debe ser considerado, pues los modelos con lesiones incompletas se benefician mas que los
de lesion completa de acuerdo con el grado de recuperacion que se puede obtener en las
intervenciones experimentales. Es importante sefialar que la lesion de la médula espinal
clinicamente se presenta con mayor frecuencia como una lesidon anatdémicamente
incompleta.

Los intentos para reproducir experimentalmente el dafo medular dentro del
laboratorio difieren del observado en el ser humano, debido a que el trauma se acompatfia de
fuerzas compresivas persistentes, la presencia de choque medular, lesiones asociadas en el
accidente, que agravan la extension del dafio medular. Por otro lado existen diferencias en
el metabolismo entre el hombre y los animales de experimentacion, esto podria alterar los
resultados observados, también, el ensayo de laboratorio requiere del empleo de anestesia,
la cual podria interactuar con los tratamientos en estudio. El accidente traumatico en el
hombre necesita de diversas medicaciones para mantener su equilibrio clinico, que también
podrian antagonizar con los efectos del tratamiento en cuestion. Ademas las terapias
efectuadas en el laboratorio se practican de inmediato al dafio medular, tal situacion es muy
dificil de realizar en el hombre. Pese a la dificultad para extrapolar los resultados obtenidos
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con el modelo experimental, ésta no invalida los conceptos fisiopatologicos observados, ni
la utilidad potencial del agente en estudio. [19]

Hay tres fases en la lesion de la médula espinal: aguda, secundaria, y cronica. En la
fase aguda, que abarca desde momento de la lesion y se extiende hasta los primeros dias, se
desencadenan una variedad de procesos fisiopatoldgicos. Tras el impacto inicial, se
destruye la barrera hematoencefalica y los vasos sanguineos locales, ocasionando una
alteracion en la microvasculatura de la sustancia gris, induciendo hemorragias petequiales.
C¢lulas sanguineas y proteinas del suero invaden el area lesionada presentando edema. La
destruccion de capilares causa isquemia, anoxia e hipoglucemia. La necrosis y la
degradacion de mielina de los axones dafiados siguen 8-24 horas mas, después de 48 horas
los fagocitos sanguineos se acumulan localmente para eliminar la mielina degenerada y
otros residuos celulares. [17]

Los cambios en el flujo sanguineo y la hipoperfusion afecta principalmente a la
sustancia gris e induce la muerte neuronal primaria. La sustancia blanca es mas resistente a
los efectos de la isquemia e hipoxia, aunque se produce una hiperemia inicial e isquemia
posterior. El edema se ve primero en la porcion central del cordon espinal y se expande de
manera centrifuga a la sustancia blanca [20]. En consecuencia, la paralisis puede extenderse
a segmentos mas altos. El mufion del axén proximal se retrae para formar la llamada
retraccion de los bulbos. Mientras el axén distal terminal se degrada (degeneracion
Walleriana). En el centro de la lesion se desarrolla una cavidad llena de fluido, un
pseudoquiste. Esto es mas acentuado en lesiones por contusion, pero se presenta también
tras lesiones por seccion. Alrededor de este pseudo quiste se forma una cicatriz, que consta
de varios tipos celulares (cicatriz glial: astrocitos reactivos, microglia y fibroblastos) y
componentes extracelulares (cicatriz fibrosa: deposiciones de la matriz extracelular,
neuroglia). [21] (Figura 1.9)

Entre las 4-24 horas, el tejido que permanece viable cambia a un metabolismo
oxidativo originando acidosis lactica. Durante los siguientes minutos después de la lesion,
las células nerviosas dafiadas responden con una serie de descargas de potenciales de
accion. Estos potenciales se acompafian de desregulacion idnica, se pierde el potencial de
membrana y por lo tanto se despolarizan las neuronas y células gliales. Esto activa los
canales presinapticos de calcio (Ca®") dependientes de voltaje y como resultado se liberan
aminoacidos excitatorios en el espacio extracelular [22]. La despolarizacion incrementa la
concentracion de sodio (Na") y calcio (Ca®™), y disminuye la concentracién de potasio (K")
intracelular, esto perturba la excitabilidad y la transmision sinaptica. El calcio es crucial:
regula la permeabilidad para el sodio y potasio durante la excitacion neuronal, controla la
actividad de muchas enzimas criticas y el almacenamiento de neurotransmisores en las
vesiculas sinapticas. (Figura 1.9)

En la etapa secundaria, continla la muerte celular por isquemia, cambios
electroliticos y edema. La hipoperfusion que se desarrolla en la sustancia gris se extiende a
la sustancia blanca circundante, en sentido rostral y caudal, ésta enlentece o bloquea por
completo la propagacion de los potenciales de accion, contribuyendo al choque medular. La
isquemia, debida a una disminucion en la perfusion, es seguida de una fase de hiperemia,
provocada por una reduccion del pH perivascular, vinculada a la acumulacion de
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metabolitos acidos tales como el lactato. Esta reperfusion aumenta el dafo celular, por el
influjo de radicales libres y otros toxicos. Liberacion de radicales libres superoxidos, 6xido
nitrico, que destruyen las membranas celulares, con la consiguiente muerte celular. Los
radicales libres pueden ademas danar directamente la integridad del tejido nervioso
vascular, las proteinas celulares y los acidos nucleicos. [17]

En situaciones normales las terminaciones axonales segregan pequefias cantidades
de glutamato, que se ligan a los receptores de neuronas postsinapticas estimulandolas a
descargar impulsos. En contraste la liberacion de glutamato en mayor cantidad como
consecuencia de la ruptura de las membranas neuronales, axones y astrositos, hiperexcitan a
las células vecinas. La acumulacion de neurotransmisores excitatorios como el glutamato,
responsable de la accion sobre receptores NMDA (N-Methil-D- Aspartato) y no NMDA en
neuronas y células gliales, dicha accion facilitaria el influjo de Ca®" a la célula y su muerte,
proceso conocido como excitotoxicidad. [23] (Figura 1.9)

Esta hiperexcitacion celular desencadena la liberacion de radicales libres que a su
vez atacan las membranas y otros componentes celulares generando la muerte de neuronas
vecinas y oligodendrocitos, células responsables de la produccion de mielina en el SNC. La
destruccion de oligodendrocitos explicaria porqué los axones no comprometidos por el
trauma inicial, se desmielinizan y en consecuencia son incapaces de conducir los impulsos
nerviosos después de la lesion. [19] (Figura 1.9)

Por ultimo, en la fase cronica, que ocurre en el curso de dias hasta afios después de
la lesion, continta la apoptosis en ambas direcciones (anterdgrada y retrégrada); se alteran
receptores y canales idnicos en la expresion y en los niveles de activacion, se produce
cicatrizaciébn e inmovilizacion de la columna sobre todo en lesiones penetrantes; la
desmielinizacion produce déficit de conduccion; los macrofagos fagociticos desaparecen
del éarea lesionada y dejan un quiste carente de células rodeada de glia reactiva (en
alrededor de un 20% de los pacientes), y se continia con la presencia de cavidades llenas
de liquido y que conduce a espasticidad y alteraciones sensoriales (siringomielia); cerca y
en los axones preservados se presenta una respuesta regenerativa de crecimiento lateral de
prolongaciones, pero no van mds alld de 1 mm; los circuitos neuronales se encuentran
alterados debido a los cambios en estimulos inhibitorios y excitatorios de entrada, en
muchos tipos de células se desarrolla hiperexcitabilidad permanente, lo que se traduce en
los sindromes de dolor cronico. [24-25] (Figura 1.9)
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EVENTOS DE DANO
SECUNDARIO DESPUES DE UNA
LESION TRAUMATICA ¢
DE LA MEDULA ESPINAL

— Delinicio a minutos

1. Alteraciones vasculares (hemorragia, trombosis, edema, isquemiay

necrosis)
2. Alteraciones metabdlicas (disminucion de ATP v despolarizacidn de
la membrana)
Lesidn primaria Lesion secundaria F———-—= De minutos a horas
Dafio mecanico —» Mecanismos S—
autodestructivos

1 Estrés oxidativo (dafio alos lipidos de las membranas celulares,
proteinas y ADM)

2. BExcitotoxicidad (liberacion exacerbada de neurctransmisores
excitadores como glutamato y aspartato)

—— De horas a semanas

v

1. Inflamacidn {incremento de macrdfagos, neutrofilos, linfocitos T,
microglia y astrocitos reactivos)
2 Apoptosis {muerte celular programada)

De semanas a meses

v
1. Desmielinizacion
2. DegeneracionWalleriana
3. Muerte de oligodendrocitos
4. Formacién de la cicatriz glial

Figura 1.9: Principales eventos de dafio secundario que se desencadenan después de una lesion traumatica de
la médula espinal. Modificado de [26]

1.6. Estrategias para restablecer la funcion de la médula espinal

Actualmente no se cuenta con ninguna estrategia terapéutica efectiva para
restablecer la funcion neuroldgica normal, debido a la complejidad para regular los
mecanismos de dafio secundario, asi como a la baja capacidad de regeneracion espontanea
que se observa en el SNC.

Las estrategias terapéuticas actuales estdn enfocadas a proteger a las células

nerviosas sobrevivientes después de la lesion (neuroproteccion), en la recuperacion de las
pérdidas (neuroregeneracion) y restablecimiento en las funciones perdidas.

1.6.1. Estrategias de neuroproteccion

Se ha propuesto una gran variedad de estrategias terapéuticas (farmacoldgicas,
administracion de diversos factores troficos, etcétera) enfocadas a detener los mecanismos
fisiopatologicos desencadenados en la etapa aguda de la lesion.
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1. Reduccion de edemay de produccion de radicales libres

La preocupacion inmediata es la estabilizacion a través de la hemostasia y
estabilizacion de la columna vertebral para evitar nuevos traumas. Una de las estrategias
centrales de tratamiento agudo es la reduccion del edema y/o la respuesta inflamatoria con
corticosteroides, la mas exitosa ha sido la metilprednisolona (MP), [27] actia como
antioxidante, inhibe la respuesta inflamatoria, y actia como inmunosupresor [28-29] pero,
puede agravar la necrosis neuronal, por lo tanto, un potente inhibidor de la peroxidacion
lipidica como el tirilazad mesilato (lazaroide) ha demostrado ser neuroprotector y tiene
menos efectos secundarios que la MP. [30] Otros fdrmacos con propiedades antioxidantes
son la ciclosporina A, EPC-K1, que es un diéster fosfato vinculado con vitaminas E y C
(inhibe la activacion de leucocitos y disminuye la lipoperoxidacion), la melatonina, y altas
dosis de naloxona, que han demostrado cierta eficacia en ensayos clinicos [31].

2. Inhibicién de excitotoxicidad

Los antagonistas de receptores NMDA y no-NMDA [(Dizocilpina (MK-801)
NBQX, riluzol] pueden ser ttiles estrategias terapéuticas, pues inhiben la excitotoxicidad y
la apoptosis [32-33]. La produccion de 6xido nitrico contribuyente a la muerte de células
nerviosas. El tratamiento previo con NS-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) ha
demostrado mejorar la morfologia celular [34]. Asi también, la activacion de receptores Al
de adenosina, ya sea por activacion de adenosina o por agonista selectivo de receptores en
un sitio especifico. [35]

3. Reduccidn de inflamacion

La inflamacién es un mecanismo de reparacion endogeno, pero, se ha demostrado
que la cascada inflamatoria produce varias vias de degradacion, como la via de la
prostaglandina. Agentes antiinflamatorios se han utilizado con cierto éxito. Administracion
de la citocina antiinflamatoria IL-10, a pesar de la mejora en el comportamiento del aparato
locomotor que se registro (preservando la materia gris) [36] se ha retraido su uso [37].
Inhibidores de la ciclooxigenasa (COX)-2 han demostrado neuroproteccion [38-40] en
modelos de lesion por contusion. La hipotermia, ya sea medular o sistémica, proporciona
proteccion a células nerviosas, disminuye la muerte celular y reduce la inflamacion. El
mecanismo puede estar relacionado con la inhibicion en el aumento de las concentraciones
extracelulares de aminoacidos excitatorios. [41-42]

4. Inhibicion de apoptosis

Un enfoque consiste en la inhibicion de caspasas, pues se cree que desempefian un
importante papel como mediador de la apoptosis [43-44]. Otra estrategia que ha recibido
atencion por su papel en la degradacion celular, tanto en la necrosis como en la apoptosis es
la calpaina. Calpainas son activadas por Ca*" por lo que juegan un papel importante en la
degradacion del citoesqueleto en células dafiadas. Asi, los inhibidores de la calpaina
podrian reducir o retrasar la apoptosis [31]. Por ultimo, la administracion exdgena de
neurotrofinas ha sido considerada util para el rescate de las células que han perdido apoyo
trofico debido a la muerte de las proyecciones de las neuronas, inervacion del objetivo, u
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oligodendrocitos. Las neurotrofinas se han administrado con cierto éxito, incluyen el factor
de crecimiento del nervio (NGF), factor neurotrofico derivado de las células gliales
(GDNF), factor neurotrofico ciliar (CNTF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
y factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). [45-49]

1.6.2. Estrategias de neuro-regeneracion

Después de producirse una LTME se observa pobre regeneracion espontanea. Se
sabe que existen diversos eventos que contribuyen con este proceso, como la cicatriz glial,
la inhibicién de la remielinizacion, la propia muerte celular y la produccion insuficiente de
factores de crecimiento que permitan la regeneracion axonal. [23]

5. Desmielinizacion y déficit de conduccion

Se sabe que, con lesiones neuronales, se presenta un incremento en los potenciales
de accion que se produce a causa de la liberacion masiva de neurotransmisores. Esta
liberacion masiva, junto con los cambios idnicos, puede resultar en la muerte de las células
nerviosas. La estrategia de inhibicion depende de los canales de Na', pues proporcionan la
base ionica del potencial de accion. El bloqueador de los canales de Na' tetrodotoxina ha
demostrado un rescate de tejido nervioso y proporciona un ambiente mas adecuado para la
recuperacion [50]. En este sentido, es importante sefialar que muchos de los axones son
desmielinizados como resultado del dafio secundario. El empleo de un bloqueador de los
canales de K™ mediados por voltaje, 4-aminopiridina (4-AP) se basa en que estos quedan
expuestos internodalmante como resultado de la desmielinizacion, esto altera
considerablemente las propiedades de conduccion en los axones sobrevivientes [51-53].

Otra estrategia para la desmielinizacion es el trasplante de células que pueden
producir nueva mielina y restablecer el déficit de conduccion. Células que se han ensayado
con cierto éxito en modelos animales incluyen: células del bulbo olfativo, oligodendrocitos,
y las células de Schwann. [17]

6. Regeneracién axonal

Las células nerviosas tienen la capacidad intrinseca necesaria para el crecimiento, en
consecuencia, el entorno debe ser el responsable de un ambiente no propicio para la
regeneracion neuronal. Hay varias estrategias que en la actualidad estdn orientadas a
proporcionar los ambientes permisivos para el crecimiento. Durante el desarrollo nervioso,
una variedad de moléculas en la matriz extracelular promueven el crecimiento y orientacion
de los axones, estos posteriormente se inhiben en el SNC adulto. Las proteinas de la matriz
extracelular estan surgiendo como factores clave para regenerar neuronas.

7. Transplante de células

Después de la lesion, con la pérdida de las células nerviosas y de células que
proporcionan la mielina para una conduccion adecuada, la solucion obvia seria
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proporcionar cé€lulas que puedan sustituir la pérdida de la funcidn, servirian como fuente:
células madre, células del bulbo olfativo [54], células de Schwann [55], ganglios de la raiz
dorsal, nervio periférico. [56]

8. Implantes

Una lesion medular resulta en una cavidad que se extiende con el tiempo, lo que
deja anatomicamente incompleto el sitio de lesion. Las fibras nerviosas que puedan mostrar
regeneracion o crecimiento de brotes, se encontraran con una brecha fisica que requiere un
puente con un ambiente favorable. Por tanto, puentes como células de Rafé, tejido fetal,
material artificial han sido implantados con cierto éxito [55]. Las células de Rafé
trasplantadas han demostrado capacidad de extender axones a través de la materia gris,
formar sinapsis y disminuir la gliosis en el sitio. [57-60]

Implantes compuestos de las células de Schwann [55], e injertos de nervios
intercostales [61] han demostrado regeneracion axonal, siendo capaces de crecer a través de
la brecha que produce la lesion. También, implantes de células del bulbo olfativo han
demostrado que se alinean al tejido, emigran grandes distancias, y promueven la
recuperacion funcional y regeneracion a través de sitio de la lesion [62]. Células nerviosas
progenitoras humanas y células madre embrionarias se han utilizado en los modelos de
lesion espinal y han demostrado recuperacion funcional. [56, 63]

Los avances en el campo de los biomateriales han brindado la oportunidad de cerrar
la brecha con materiales artificiales, como los hidrogeles biodegradables o combinaciones
de hidrogeles y células [55], que puede promover la regeneracion. Las propiedades
deseadas de estos puentes sintéticos son proporcionar al mismo tiempo un sustrato fisico
para el tejido y el crecimiento axonal sin desencadenar reacciones antigénicas. Aunque este
enfoque es reciente, existen grandes avances con el uso de los polimeros. [64]

9. Recuperacion de la funcion a través de estimulacion eléctrica

La estimulacion eléctrica funcional (FES) es una técnica que utiliza corrientes
eléctricas para activar los nervios afectados por la lesion, hay una gran variedad de
modalidades de FES, éstas se basan en estimulacion transcutanea o directa de las
terminaciones distales de los nervios. La FES contribuye a la disminucion de las
complicaciones médicas, tales como trombosis venosa, osteoporosis y fracturas de huesos
se redujeron, asi como también al fortalecimiento de las extremidades y para el
acondicionamiento cardiovascular, ha tenido cierto ¢éxito en términos de mejoras
fisiologicas como el aumento de la masa muscular, mejora de la circulacion de la sangre,
funcion intestinal y de vejiga. [65]

10. Biomateriales para reparar la médula espinal
La falta de regeneracion que se observa después de una lesion traumatica de la
médula espinal, ha llevado a desarrollar nuevas estrategias para tratar de reparar el tejido

dafiado. Los primeros reportes a nivel mundial sefialan el uso de implantes de filamentos de
carbon que sirvieran como puente para el crecimiento de los axones dafiados en la médula
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espinal de rata [66]. Implantaron un filamento de carbon en ratas sometidas a un modelo de
seccion completa de la médula espinal y observaron crecimiento axonal sobre y entre los
filamentos, concluyendo que los filamentos de carbon servian como superficie para adherir
de manera favorable los axones en crecimiento asi como probablemente funcionaban como
guia mecanica.

El uso de microesferas con factor de crecimiento nervioso (NGF) encapsulado en
ovoalbimina unida con polimeros biodegradables instaladas en el sitio de la lesion, [67]
para favorecer los procesos de regeneracion axonal. Esta tecnologia se probd en células
PC12 para determinar la bioactividad del NGF liberado. Los resultados demostraron que el
NGF es bioactivo hasta por 91 dias.

El Hidrogel biocompatible de poli[N-(2-hydripropil)metacrilamida] (PHPMA), que
ademas tiene una region de adhesion celular de fibronectina Arg-Gly y Asp [68]. Este
biomaterial se probd en un modelo de lesion de la médula espinal por hemiseccion, en ratas
Sprague-Dawley. El hidrogel fue insertado en el interior de la médula espinal,
posteriormente se cerrd la duramadre. Los resultados demostraron que el polimero de
hidrogel provee una estructura en tercera dimensién y una continuidad a través de la zona
dafada, facilitando la migracion y reorganizacion de las células. También se pudo observar
angiogénesis y crecimiento axonal dentro de la microestructura y nuevo tejido en ella, asi
como crecimiento axonal dirigiéndose a la zona supraespinal dentro del segmento de la
médula espinal reconstruido. En este trabajo también se observo que la presencia del
hidrogel disminuye la necrosis y la formacion de cavidades, por lo que los autores sefialan
que este polimero podria ayudar en la reparacion de la médula espinal lesionada.

El uso de polimeros en forma de tubos que guien y sirvan de puente entre la zona de
transicion a los axones en crecimiento [69]. Usando un polimero reabsorbible hecho de
poli(D,L-4cido lactico) (PLAsg) con un co-polimero de peso molecular alto de poli(L-4cido
lactico) mezclado con oligébmeros al 10% de poli(L-acido lactico) (PLAjgo10). Los
polimeros se implantaron en el tejido nervioso de ratas adultas Fisher sometidas a una
seccion completa de la médula espinal y se hizo un seguimiento de 4 meses. Los resultados
demostraron que desde las 2 semanas los tubos contenian tejido nervioso medular y vasos
sanguineos y se observd la mayor cantidad de axones mielinizados 1 mes después del
implante. En este trabajo se concluye que existe crecimiento de fibras y mielinizacion
dentro del implante hecho con el polimero PLA 10, 2 meses después del implante. Sin
embargo, se observd un decremento de este fendmeno 4 meses después, por lo que los
autores recomiendan mas estudios para optimizar esta técnica.

Los filamentos hechos con poli-B-hidroxibutirato (PHB) y alginato de fibronectina +
hidrogel es otro material biodegradable para facilitar el proceso de regeneracion y dirigir a
los axones en crecimiento después de una LTME [70], se observé que el implante de PHB
reduce la muerte celular en un 50% en una seccion del tracto rubroespinal a nivel de la
vértebra L1. El uso de los componentes por separado no tiene efecto en la sobrevida de las
neuronas. Asimismo, se adicionaron células de Schwann neonatales en los transplantes de
PHB, observando regeneracién de los axones dentro del implante y a lo largo del tejido
nervioso, sugiriendo que el uso de estos biomateriales, mas las células de Schwann, puede
servir como soporte neuronal con un incremento de la regeneracion después de una LTME.
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También se ha propuesto el uso de tubos de hidrogel hechos de poli(2-hydroxietil
metacrilato-co-metil metacrilato) (p(HEMA-co-MMA)), como potenciales canales guias
del crecimiento axonal en el sistema nervioso central. Las caracteristicas de estos tubos son:
suavidad y flexibilidad con semejanza a un gel con macro-poros interconectados entre las
capas, que se controla por una formulacioén quimica [71].

Sin embargo, se ha demostrado que la degradacion de estos polimeros puede causar
una reaccion inflamatoria, aunque algunos de ellos son inmunologicamente inertes,
especialmente resistentes dentro del sistema nervioso [72-73]. En algunos polimeros la
adhesion de los axones a estos compuestos es pobre [74], al utilizar redes recubiertas con
una matriz de laminina, se logré que una gran cantidad de axones en crecimiento se unieran
a la matriz. Se han desarrollado biomateriales con capacidad para unir péptidos (factores
troficos, farmacos, etc.) encapsulados, que se liberan lentamente [75]. En los polisacéridos
también se ha encontrado una aplicacion de ingenieria para reparar el tejido dafiado. El
acido hialurénico puede facilitar la regeneracion axonal [76]. Se han desarrollado polimeros
que son solubles en agua y con capacidad para adherirse al tejido [77]. Las fibras de
colagena han servido como guia y soporte para el crecimiento axonal [78], asimismo, se
han probado en combinacidén con otros materiales para inducir regeneracion [79]. El uso de
materiales que sean biocompatibles para restaurar el tejido nervioso danado ha avanzado
rapidamente desarrollando materiales que funcionan como puentes para reparar la médula
espinal. Aunque parece dificil utilizar esta tecnologia, podria ser factible dados los recientes
avances en la ciencia de biomateriales.
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1.7. Polimeros semiconductores

Los polimeros semiconductores son materiales formados por largas cadenas de
hidrocarburos con dobles enlaces alternos o conjugados; los cuales retinen las propiedades
de los polimeros tradicionales y de los metales, por tanto presentan caracteristicas
especiales e interesantes, que involucran el transporte de cargas eléctricas.

Los polimeros conductores son un subgrupo del amplio y antiguo grupo de
conductores eléctricos organicos e inorganicos. Segin las notas historicas, en 1862 H.
Letheby, del College of London Hospital, mediante la oxidacion anodica de anilina en
acido sulfurico, obtuvo un material parcialmente conductor que probablemente era
polianilina. A esta sustancia se la denominé anilina negra y fue muy utilizada en tintes de
todo tipo e imprentas. [80]

Casi un siglo después, en 1958, Ziegler y Natta sintetizaron poliacetileno mediante
la polimerizacion de acetileno en hexano, usando ademés un catalizador (catalizador
Ziegler-Natta). El material resultante era un polvo que tenia una estructura altamente
cristalina y regular, y que también era negro.

A principios de los setenta, el descubrimiento de que un polimero inorgéanico
explosivo, el polisulfuronitruro (SN)x, era superconductor a temperaturas extremadamente
bajas representd un gran salto en el interés por este tipo de polimeros. Sin embargo,
también a principios de los setentas, fue el poliacetileno el que sin duda centr6 la atencion
en este campo de investigacion. Un investigador llamado Shirakawa queria sintetizar
poliacetileno con el método tradicional de Ziegler-Natta, pero, debido a un error, agrego
mil veces mas catalizador que el requerido. En lugar de obtener un polvo oscuro y opaco,
obtuvo una pelicula con apariencia de aluminio y pegadiza. Asi, aunque la funcién del
catalizador es favorecer la reaccion de polimerizacion, una cantidad excesiva de este
reactivo provocod importantes cambios en la estructura del polimero. A partir de aqui,
Shirakawa adapté el método de Ziegler-Natta para la obtencion de peliculas de
poliacetileno. No obstante, pese a su apariencia metélica, este poliacetileno no era un
material conductor, sino semiconductor. [81, 82]

En 1975 Heeger y MacDiarmid estudiaban las posibles propiedades metalicas del
(SN)x, pero después de conocer a Shirakawa se interesaron por el poliacetileno. Gracias a
la experiencia anterior que tenia con el (SN)x, MacDiarmid quiso modificar el poliacetileno
con vapor de yodo, cloro o bromo. Después de exponerlo, el poliacetileno mostraba una
conductividad eléctrica que representaba un incremento (especialmente en el caso del yodo)
de nueve ordenes de magnitud respecto al material original. Este tratamiento con halégenos
se denominé dopado, debido a su analogia con el dopado de semiconductores.

La forma dopada de poliacetileno tenia una conductividad de 105 S'm™, un valor
mayor que cualquier otro polimero hasta entonces conocido. Como comparacion, se puede
citar que la conductividad del teflon (aislante) es de 10-16 S'm™', mientras que la de la plata
o el cobre (buenos conductores) es de 108 S'm™. [80]
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Después de muchos afios dedicados al estudio de los polimeros conductores los
Profesores Heeger, MacDiarmid y Shirakawa fueron galardonados con el Premio Nobel de
Quimica del afio 2000 “por el descubrimiento y desarrollo de los polimeros conductores”.

Desde entonces se ha comprobado que mas de cien polimeros y derivados son
capaces de conducir la corriente eléctrica, algunos incluso sin ser dopados.

Este aumento de conductividad se debe principalmente a la adicion de ciertas
cantidades de otros productos quimicos (dopado), también influye la presencia de dobles
enlaces conjugados que permiten el paso de un flujo de electrones.

La técnica de dopado consiste en el agregado de 4&tomos que ayudan a aumentar las
propiedades eléctricas. Estos atomos pueden actuar cediendo electrones libres a los enlaces
poliméricos o sustrayendo electrones, lo que equivale a generar cargas positivas o huecos.
En ambos casos la cadena del polimero se torna eléctricamente inestable y, al aplicar una
diferencia de potencial, los electrones se desplazan por el polimero.

Aunque no se conozcan ain con precision los mecanismos fisicos que convierten los
polimeros en semiconductores, la pureza y la organizacion de las cadenas poliméricas
parecen tener mucha importancia. Los polimeros semiconductores poseen una amplia gama
de conductividades que se ven afectadas por el porcentaje de dopaje, concentracion de las
cadenas de material, asimetria del polimero, direccién en que debe conducirse, etc.

1.7.1. Propiedades de los polimeros semiconductores

Las propiedades de los materiales estdn fuertemente determinadas por el arreglo
tridimensional de los atomos o moléculas que lo constituyen. Este ordenamiento puede
cambiar, por ejemplo cuando se flexiona un metal, sin alterar significativamente las
propiedades. En cambio, los polimeros semiconductores son moléculas cuya disposicion
atdbmica no puede cambiar sin que la molécula altere sus propiedades. Sin embargo, la
disposicion de una cadena polimérica a la vecina si puede ser alterada.

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 dafos ambientales. Por el contrario, los polimeros conductores son en general
degradables. Por otra parte, la cantidad de diferentes materiales que pueden producirse a
partir de metales y semiconductores inorganicos esta determinada por 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 1.2 se muestra una comparacion de las propiedades de materiales
inorganicos (metales, semiconductores) y polimeros conductores.
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Tabla 1.2. Comparacion de las propiedades de materiales electronicos inorganicos y polimeros conjugados.
Propiedad Material inorganico Polimeros conjugados
(metales y semiconductores) (polimeros semiconductores)
Conductividad Alta Baja
Estructura Atdémica Molecular
Resistencia térmica Buena Pobre
Resistencia quimica Buena Pobre

1.7.2. Sintesis de polimeros semiconductores

Los polimeros conductores pueden ser sintetizados por los siguientes métodos: [83]

B Quimico

» Electroquimico

» Fotoquimico

= Metatesis

» Emulsion concentrada

» Inclusion

» Polimerizacion de estado sélido
» Polimerizacion por plasma

» Pirolisis

» Enzimatica

Pero pueden ser sintetizados y dopados por métodos quimicos, electroquimicos o
por polimerizacion por plasma.

Método Quimico

Consiste en la oxidaciéon de mondmeros, los cuales producen una alta actividad en
sus cationes iniciandose asi el proceso de polimerizacion; en el cual al reaccionar las
moléculas de la solucion monomérica se forman dimeros, oligdbmeros y polimeros
productos de polimerizacion por oxidacion.

La sintesis consiste en hacer pasar el mondémero por un recipiente de vidrio cuyas
paredes estan recubiertas del catalizador, se formara una pelicula del grosor de una hoja de

papel que se despega de las paredes del recipiente y se lava con agua. El dopado puede
realizarse haciendo pasar el polimero por una disolucién con el dopante.

Método Electroquimico

Empleando técnicas electroquimicas la sintesis y el dopado se producen
simultaneamente. Se introducen dos electrodos metalicos en una disolucion que contenga el
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dopante y el mondémero que mas tarde constituird el polimero. Pueden realizarse dos tipos
de dopado, tipo n o tipo p. Para el dopado tipo p se extraen electrones de los mondmeros
adyacentes al electrodo positivo, asi la polimerizacion se produce sobre el electrodo. Al ser
deficiente de electrones, el polimero atraerd hacia si los iones negativos. En el caso de la
conductividad tipo n el proceso es contrario, es decir, se extrae un electron de uno de los
dobles enlaces generando un radical cation, el cual no es estable, pero arrancando un
segundo electron se forma un cation. Este cation puede desplazarse por la cadena pasando
de un doble enlace a otro conduciendo, de este modo, la electricidad. La extraccion de
electrones, u oxidacion, puede continuar formando mas de un cation por cadena. Sin
embargo los materiales tienden a ser neutros, tal y como nos indica el principio de
electroneutralidad, y un material lleno de cargas positivas necesita ser compensado por
algo. Dado que la oxidacion del material se lleva a cabo en una celda electroquimica alguno
de los componentes de dicho sistema tendra esa responsabilidad. Los electrodos estan fijos
y el disolvente es habitualmente neutro, pero debido a este Ultimo hecho se afiade un
electrolito que permite la conduccion idnica a través del disolvente. Este electrolito (una sal
0 a veces un acido) estd formado por especies positivas (cationes) y negativas (aniones),
siendo estas ultimas las que compensaran las cargas positivas generadas en nuestro
polimero (los cationes se desplazaran al electrodo contrario para compensar las cargas
negativas ahi generadas manteniéndose nuevamente el principio de electroneutralidad).

Empleando técnicas electroquimicas la sintesis y el dopado se producen simultineamente.
Se introducen dos electrodos metalicos en una disolucién que contenga el dopante y el
monoémero que mas tarde constituird el polimero. Para el dopado p se extraen electrones de
los mondmeros adyacentes al electrodo positivo, asi la polimerizacion se produce sobre el
electrodo. Al ser deficiente de electrones el polimero atraerd hacia si los iones negativos.
En el caso de la conductividad tipo n el proceso es el contrario.

Pero también se puede dopar un polimero después de haberlo sintetizado por medios
electroquimicos. Se hace uniendo unas cintas de polimero a un electrodo sumergido en una
disolucion que contenga el i6n dopante.

1.8. Polimerizacion por plasma

Los polimeros obtenidos mediante métodos convencionales de polimerizacion
quimica o electroquimica se producen a gran escala en la industria y tienen un gran nimero
de aplicaciones en el campo de los textiles, plasticos y materiales eléctricos. Debido a la
uniformidad de la cadena polimérica que tienen poseen una buena resistencia mecanica, y
excelentes propiedades elasticas y plasticas. Sin embargo, la mayoria de los polimeros
obtenidos mediante los métodos convencionales se caracterizan por una baja resistencia a la
corrosion y un alto grado de solubilidad. [84]

En la polimerizacién por plasma no es necesario contar con un mondémero con un
doble enlace, una estructura aromatica o una cadena insaturada como en los métodos
tradicionales. Practicamente todo el carbono se puede polimerizar por plasma. Debido a las
altas energias (en comparacion con la union de energia de las moléculas) en el plasma (los

32



electrones, los iones, especies reactivas) puede darse la destruccion de la estructura inicial
del mondmero y un nuevo compuesto se obtiene a partir de las moléculas elementales.

La polimerizacion por plasma es la formacién de materiales poliméricos bajo la
influencia de un gas parcialmente ionizado (plasma) compuesto de particulas altamente
reactivas, moléculas, iones, y radicales. Se obtiene generalmente ionizando gases con ayuda
de un campo eléctrico por radio frecuencia, de microondas, o mediante un filamento
caliente, este proceso ha llamado la atencion de cientificos e ingenieros por ser un método
poco convencional de polimerizacion. Por medio de esta técnica se puede sintetizar un
polimero, el cual se deposita sobre todas las superficies que estan expuestas al plasma.

Este es un método efectivo para la preparacion de peliculas delgadas con estructura
densa y entrecruzada que se puede usar como capa aislante o semiconductora, como
recubrimiento protector, como membrana permeable, etc. [85]

La polimerizacién por plasma se lleva a cabo en el interior de la camara tubular de
vidrio bajo condiciones de vacio. En el proceso de polimerizacion por plasma, los reactivos
(monomeros, polimeros, dopantes) ingresan en la camara de reacciéon. Los componentes
comienzan en estado liquido o so6lido, en recipientes separados de la cdmara. Se convierten
en gas e ingresan en la cdmara por accion del vacio generado.

El proceso para ionizar el gas se lleva a cabo en la cdmara de reaccion con la ayuda
de un campo eléctrico creado por un generador de radio frecuencia. El polimero se forma a
partir de las particulas reactivas resultantes de la ionizacién del gas (iones, electrones,
fotones, moléculas en estados electronicos excitados, &tomos y especies neutras) bajo la
influencia del plasma. Las particulas ionizadas interaccionan con la superficie del sustrato y
entre ellas, recubriendo y depositdndose como pelicula delgada de material. No se requiere
de intermediarios quimicos para que ocurra la oxidacion. La oxidacion es promovida por el
impacto de los electrones libres que se encuentran a lo largo del campo eléctrico que
colisionan con las moléculas del mondmero.

Las ventajas y desventajas del uso de la polimerizacion por plasma:
Ventajas:

» El mondmero reacciona para producir el polimero sin introducir ningiin compuesto
quimico oxidante. [86]

» El polimero se deposita sobre cualquier superficie expuesta al plasma.

» En la sintesis ocurren ramificaciones y entrecruzamientos con otras cadenas
modificando las propiedades quimicas y fisicas de los materiales, tienen una baja
solubilidad y buena resistencia a la corrosion.

» Excelente resistencia a la mayoria de los productos quimicos.

» Las peliculas tienen buena adhesion a superficies plasticas y metalicas.

B La polimerizacion por plasma puede mejorar selectivamente las propiedades de la
superficie de otros materiales mientras la mayor parte de las caracteristicas siguen
siendo las mismas. [87]
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» Debido a las condiciones en la camara de reaccion durante la sintesis, el material y
las superficies expuestas al plasma se esterilizan.

Desventajas:

» El costo de los equipos.

B [as superficies recubiertas tienen baja resistencia a la abrasion.
» Baja tasa de deposito de polimero.

» El proceso no se puede realizar en forma masiva

1.9. Polimeros por plasma en aplicaciones biomédicas

El uso de materiales sintéticos, o materiales naturales modificados para aplicaciones
biomédicas es extenso. Estos materiales se conocen como biomateriales, los cuales han
sido exhaustivamente investigados por grupos académicos y por la industria, generando un
gran interés para la ciencia. Ver tabla 1.3 [88]

Los biomateriales se emplean con el objeto de reemplazar y/o restaurar tejidos
vivientes y sus funciones, lo que implica que estan expuestos de modo temporal o
permanente a fluidos del cuerpo, aunque también pueden estar localizados fuera del cuerpo.

Tabla 1.3: Biomateriales en aplicaciones biomédicas

Aplicacién Numero usado al afio

Oftalmologica

Lentes intraoculares 1°400,000

Implantes después de enucleacion 5,000
Cardiovascular

Injertos 250,000

Valvulas 75,000

Marcapasos 130,000
Reconstructiva

Protesis de seno 100,000

Protesis de nariz y barbilla 10,000

Protesis peniana 40,000

Protesis dental 20,000
Ortopedia

Cadera 90,000

Rodilla 65,000

Hombros y articulaciones 50,000
Otras areas

Catéteres 200°000,000

Equipo dialisis 16°000,000

Suturas 20°000,000
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Los biomateriales son analizados bajo dos aspectos: biocompatibilidad, es decir, la
interaccion existente entre el biomaterial y el tejido vivo, y que reemplace
satisfactoriamente las funciones del tejido que suplanta.

La polimerizacion por plasma ofrece un método efectivo para la generacion de
biomateriales y/o el mejoramiento de los ya existentes, debido a que las respuestas
biologicas a los biomateriales estan en gran parte controladas por la composicion quimica y
estructural de la superficie. El tratamiento por plasma puede modificar las caracteristicas de
las superficies. [87]

Algunas de las aplicaciones sugeridas para biomateriales por plasma son las
siguientes: protesis vasculares [89], superficies compatibles con la sangre [90], lentes
intraoculares [91], superficies para cultivo celular [92], electrodos implantables [93],
oxigenadores de sangre [94], catéteres [95,96]. modelos de superficies para la exploracion
con sistemas bioldgicos [97].
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2. Justificacion

Una de las estrategias para el tratamiento de lesiones de la médula espinal es el uso
de polimeros para tratar de restablecer la funcidon nerviosa, en este sentido, el empleo de
polimetros biocompatibles ha avanzado rapidamente, desarrollando materiales que
funcionan como puentes para reparar la médula espinal, sin embargo, éstos son sintetizados
por métodos quimicos o electroquimicos, lo que podria interferir con sus efectos benéficos,
ya que se ha demostrado que la degradacion de éstos puede causar una reaccion
inflamatoria.

Los polimeros sintetizados por plasma presentan una estructura quimica diferente a
los obtenidos mediante sintesis quimica o electroquimica, ya que presentan una mayor
adherencia, e incremento de entrecruzamientos y prolongaciones, ademas de no requerir
otros elementos durante su sintesis.

Por otra parte, el monitoreo de la actividad motora es un indicador del
restablecimiento de la funcidon nerviosa. Existen diferentes herramientas para evaluar esta
funcion, como son las escalas conductuales que valoran la calidad de la marcha, si bien
estas escalas proporcionan un indicador de integridad de la médula espinal, sélo evalua la
funcion motora de manera cualitativa ya que se utiliza un criterio observacional. Otra
herramienta de evaluacion de la funcidon nerviosa es el monitoreo neurofisioldgico de la
médula espinal a través de PES, pues proporciona una medida cuantitativa de la actividad
bioeléctrica de la médula espinal.

De manera adyacente se observard la cantidad de tejido preservado como un
indicador del efecto neuroprotector y de la integracion del polimero al tejido nervioso a
través de un estudio histologico.

Con base en lo anterior, en este proyecto de investigacion se propone utilizar
implantes de polimeros sintetizados por plasma como tratamiento en la lesion de la médula
espinal, y el monitoreo de la evolucion de la lesion a través de PES y la escala conductual
BBB para evaluar la evolucion en la calidad de la marcha.
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3. Hipotesis

Si las caracteristicas fisicas y quimicas de tres polimeros derivados del pirrol
sintetizados por plasma, inciden sobre la recuperacion de la funcion nerviosa perdida
después de una LPSC de la médula espinal, entonces se observara el restablecimiento de la
sefial nerviosa e incremento en la cantidad de tejido preservado en los animales con
implante polimérico al ser comparados con un grupo control.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de tres implantes poliméricos sintetizados por plasma sobre la
funcion nerviosa y la cantidad de tejido preservado en un modelo de LPSC de la médula
espinal de ratas.

4.2. Objetivos particulares

Caracterizacion los polimeros a través de: andlisis infrarrojo, conductividad
eléctrica, y andlisis morfologico y elemental.

Evaluar la recuperacion funcional de ratas sometidas a un modelo de LPSC de la médula
espinal en un grupo control y tres grupos con transplante de PPy, PPy/l y PPy/PEG por
medio de PES.

Evaluar la recuperacion funcional de ratas sometidas a un modelo de LPSC de la
médula espinal en un grupo control y tres grupos con transplante de PPy, PPy/l y PPy/PEG
por medio de una escala de evaluacién motora BBB.

Evaluar el efecto neuroprotector de tres implantes poliméricos sintetizados por

plasma, con base en la cantidad de tejido preservado en un modelo de LPSC de la médula
espinal de ratas.
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5. Materiales y métodos

5.1. Sintesis de polimeros

Empleando la técnica de polimerizacion por plasma, se sintetizaron 3 peliculas
delgadas de material: Polipirrol (PPy), Polipirrol/Yodo (PPy/I) y Polipirrol/Polietilenglicol
(PPy/PEG).

Los polimeros fueron sintetizados en un reactor de plasma consistente en un vidrio
tubular en una configuracion tipo capacitor, de 9cm de didmetro y 20cm de longitud; la
distancia entre los electrodos fue de 15cm, aplicandoles una sefial de radiofrecuencia de
13.5MHz y potencia promedio de 18W; se mantuvo una temperatura constante de 365 K, a
una presion promedio de 1.5x107 Torr con un potencial de 700V y con tiempo efectivo de
reaccion de 300min. Ver figura 5.1.

En la sintesis del PPy se empled el mondmero de Pirrol en estado liquido (Aldrich,
99%), reaccionando entre si en la camara de reaccion. En la sintesis del PPy/I se utilizaron
cristales de Yodo como dopante (Aldrich, 99.8%), el mondémero Pirrol y el Yodo se
mezclaron libremente dentro de la camara de reaccidén, bajo las condiciones antes
mencionadas. Para la obtenciéon de PPy/PEG se emple6 Polietilenglicol (Aldrich) en estado
liquido como copolimero, éste y el mondémero Pirrol se mezclaron libremente dentro de la
camara de reaccion.

Todos los materiales fueron introducidos al reactor en su fase de vapor con la ayuda
de la bomba de vacio.
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Figura 5.1: Esquema de reactor de plasma (modificado de [85] )
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5.1.1. Fabricacion de los implantes

Una vez sintetizadas las peliculas, cada uno de los polimeros se desprendié de las
paredes de la camara de reaccién con acetona, conservando lem® de la pelicula para
analisis infrarrojo (IR) y morfologico; el resto del material se pulverizé en un mortero y
compactd con una prensa hidrulica a una presion de 9 Ton durante 10 min para crear dos
pastillas (@1.5cm y 0.lcm de espesor) para la medicion de resistencia eléctrica, y
elaboracion del implante, ajustandolos a la médula espinal de cada animal.

5.1.2. Caracteristicas del material

Para caracterizar los materiales se realizaron andlisis de infrarrojo, medicion de
conductividad eléctrica con condiciones de humedad y anélisis morfologico.

Andlisis infrarrojo

El andlisis de composicion por infrarrojo se realizé a cada una de las muestras con
un espectrofotometro Perkin Elmer 2000, usando 32 exploraciones por muestra.

Conductividad

Se realiz6 la medicion de conductividad en funcion de la humedad para conocer el
transporte de carga en los polimeros semiconductores, se implement6 dentro de una camara
sellada de vidrio en la que se hicieron las medidas de resistencia para conocer la
conductividad de los polimeros a diferentes condiciones de humedad relativa con el fin de
comprender su comportamiento al ser implantados (Figura 5.2.).

Para evaluar la resistividad en funcion de la humedad relativa, se verti6é agua en la
camara y se introdujo un higrometro de pelo de caballo. La cdmara se calentd6 de manera
uniforme hasta el punto de ebullicion del agua para que el material absorbiera el maximo de
humedad y se hicieron las mediciones a una humedad relativa aproximadamente del 50% y
del 100%.
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Figura 5.2: Esquema del dispositivo experimental para la medicion de conductividad en condiciones de
humedad

Andlisis morfoldgico y elemental

Las caracteristicas morfoldgicas de los materiales fueron observadas con un
microscopio electronico de escaneo Philips XL-30, para aumentar la magnificacion de las
imagenes las muestras fueron cubiertas con una fina capa de oro. El microscopio fue
acoplado con una sonda de espectroscopia de dispersion de energia (Sapphire EDAX NXL-
30), para el anélisis elemental.

5.2. Diseilo experimental

Se utilizaron 22 ratas de la cepa Long Evans, hembras adultas entre 12—14 semanas
de edad con peso corporal de entre 220-260g, a las cuales se les implantaron electrodos
intracraneales y se realizd0 un registro de PES previo a la LPSC, se dividieron
aleatoriamente en 4 grupos como sigue:

» Grupo control: Formado por 6 ratas a las cuales se les practico una LPSC de la
médula espinal a nivel de la 9° vértebra toracica (T9).

» Grupo PPy: Formado por 5 ratas a las cuales se les practico una LPSC de la
médula espinal a nivel de T9 y se les implantd una pastilla de PPy.

» Grupo PPy/I: Formado por 6 ratas a las cuales se les practicod una LPSC de la
médula espinal a nivel de T9 y se les implantd una pastilla de PPy/I.

» Grupo PPy/PEG: Formado por 5 ratas a las cuales se les practico una LPSC de la
médula espinal a nivel de T9 y se les implant6 una pastilla de PPy/PEG.
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Un dia después de la LPSC se realizaron evaluaciones de la calidad de la marcha
con la escala BBB y el registro de PES una vez por semana durante ocho semanas. Los
animales fueron sacrificados al finalizar el estudio y se tomaron muestras de tejido de la
zona de la LPSC y los cerebros para estudios histologicos.

5.3. Técnicas Quirurgicas

El presente trabajo sigui6 los lineamientos establecidos en el reglamento de la ley
general de salud en materia de investigaciéon para la salud (titulo Séptimo: De la
investigacion que incluye la utilizacion de animales de experimentacion), publicada en
1990 (Anexo A).

5.3.1. Implante de electrodos

Los animales fueron anestesiados via intraperitoneal con una mezcla de Ketamina
(77.5mg/Kg de peso corporal) y Xilacina (12.5mg/Kg de peso corporal). Después de la
anestesia se realiz6 la asepsia de la zona quirdrgica, y los animales fueron montados en un
equipo estereotaxico, se les practico una incision sagital sobre el craneo y se separaron los
musculos hasta dejar expuesto el craneo.

Una vez limpia la zona, se rasp6 y blanqueo el craneo con Peroxido de Hidrogeno,
para evidenciar la localizacion del punto Bregma; después se practicaron tres trépanos, dos
de ellos en las coordenadas: anteroposterior = -1.3mm y lateral = 1.8mm, y otro por delante
del punto Bregma que se utilizé como referencia (Figura 5.3)

Linea Interaural

Figura 5.3: Vista dorsal esquematica del craneo de una rata, localizacion de los electrodos (cruces en rojo),
(modificado de [98]).

Una vez hechos los trépanos, se fijaron los electrodos de aguja, fabricados con
alambre de acero inoxidable (Rhodes, 0.1mm), quedando ubicados por encima del limite de
las cortezas motora primaria (M 1) y somatosensorial de los miembros inferiores (SIHL) en
cada uno de los hemisferios cerebrales, como se muestra en la figura 5.4.

Se fijaron al craneo dos tornillos de acero inoxidable para sujetar el arreglo de
electrodos y se soldaron los tres electrodos a una matriz de conectores, se ajustaron con
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resina epoxica para mantenerlos alineados y una vez unidos se fijaron de forma sagital al
craneo con acrilico dental (Arias, acrimin autocurable).
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Figura 5.4: Corte coronal esquematico del cerebro de una rata [98] M1: Corteza motora primaria,
S1HL: Corteza somato-sensorial de los miembros inferiores.

5.3.2. Lesion por seccion completa e implante de polimero

Previa asepsia, los animales se anestesiaron via intraperitoneal con una mezcla de
Ketamina (77.5mg/Kg de peso corporal) y Xilacina (12.5mg/Kg de peso corporal), en
condiciones de asepsia, los animales fueron sometidos a una cirugia en la que se practico
una incision sagital en la piel seguida de una diseccion de los musculos paravertebrales de
las apofisis espinosas del nivel toraxico 8 a 10 (T8, T9 y T10). Se extirp6 la apofisis
espinosa T9 y T10 y se realizé una laminectomia extendiéndola bilateralmente hasta los
procesos facetarios conservando las meninges. Una vez concluida la laminectomia se
procedid con la LPSC de la médula espinal practicando un corte longitudinal en meninges
de aproximadamente Smm de largo, posteriormente un corte transversal completo de la
médula espinal para dejar desconectada la parte cefalica de la caudal por debajo del nivel
de la lesion, afectando al tren inferior, se verificO con un gancho microquirirgico que
ningun cordén nervioso quedara conectado. [99]

Una vez terminado el proceso de LPSC se introdujo de forma transversal un trozo

de pastilla del polimero, segun el grupo que correspondiera, de 3mm de didmetro
aproximadamente. Posteriormente se suturaron en tres planos meninges, musculo y piel.
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Después de la cirugia todos los animales recibieron los cuidados postoperatorios
pertinentes, y agua y alimento a libre demanda.

5.4. Registro de potenciales evocados somatosensoriales

Se utilizé un equipo Nicolet Viking IV®. Los animales fueron anestesiados via
intraperitoneal con una mezcla de Ketamina (38.75mg/Kg de peso corporal) y Xilacina
(6.25mg/Kg de peso corporal) se obtuvieron dos registros contralaterales por hemisferio
cerebral en cada sesion.

Para obtener los PES se aplicé un pulso cuadrado de estimulacion por corriente, con
una frecuencia de 3.1 Hz y un ancho de pulso de 0.2 ms en el nervio tibial posterior detras
del tobillo con electrodos de superficie. La intensidad del estimulo fue ajustada hasta
producir un ligero movimiento en los dedos de la pata estimulada en un rango de 3-10 mA.
La respuesta fue registrada con los electrodos implantados intracranealmente (Figura 5.5).
Se empled un filtro pasa banda de 20-300 Hz, promediando 100 respuestas con una ventana
de analisis de 100 ms. [100-105]

Todos los animales fueron registrados antes de la LPSC de la médula espinal para
comprobar la integridad de la médula espinal y la correcta colocacion de los electrodos, y al
dia siguiente del procedimiento para corroborar la ausencia de PES; posteriormente se
realizaron registros una vez por semana durante ocho semanas. También se realizaron
registros de las extremidades superiores antes de la LPSC, un dia después de ésta y una vez
al mes de las extremidades superiores, estimulando el nervio mediano de la muieca y
registrando con los mismos pardmetros, para comprobar la sefial adquirida de los
electrodos.

Estimulo
Figura 5.5: Esquema de montaje de PES. Linea solida: electrodo activo; linea punteada: electrodo referencia.

Una vez obtenidos todos los PES de los animales, se extrajeron los archivos con los
datos de los registros del equipo Nicolet Viking IV®, éstos se analizaron con el editor
hexadecimal WinHex, se acondicionaron y se transformaron de formato hexadecimal a
decimal para ser tratados con el software Matlab 6.5®.

Se tomaron mediciones de amplitud y latencia para las ondas N1 y P1 (ver figura

5.7.A) que fueron medidas para los potenciales previos a la lesion, pero, debido a la
dificultad para determinar las caracteristicas de estas ondas después de la lesion, se
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implemento6 una distribucion tiempo-frecuencia (espectrograma) empleando la Trasformada
de Fourier de Tiempo Corto (STFT) (ecuacién 5.1) con una ventana de Hanning de 32
muestras con el fin de resaltar las caracteristicas de las componentes de la sefial. Se
midieron los pardmetros equivalentes en la representacion del tiempo: potencia pico
(amplitud) y tiempo pico (latencia). [103, 106-108]

j2kiz

N-1 _
STFT (t,0) - s = STFT (k) =D s(i) o(i—-nye M ecuacion 5.1
=n ,wzm

i=0

Donde s(t) es el PES, w(n) es una secuencia de ventana, At intervalo de muestreo, N
es la longitud de la sefal.

Después se utilizé el calculo de la Correlacion Cruzada Bidimensional Normalizada
(CCBN) que es una técnica ampliamente usada para el reconocimiento de patrones en
imagenes. [109-111]. Esta técnica permite encontrar réplicas de una subimagen patrén
w(X,y) de tamafio K x L dentro de una imagen f(X,y) de tamafio M x N, mientras que K< My
L <N. (ver figura 5.6)

<t
—x
f— 1

fxy)

Figura 5.6: Esquema de coordenadas para el calculo de la correlacion entre la imagen original y el patron

El coeficiente de correlacion p entre la imagen f(X,y) y el patron w(x,y) en la
coordenada (S,t) se define como la ecuacién 5.2.

K- L—1 - _
(FOouy) = Ty )w(x—s,y—t)-w)
1) = X=0y=0 i6n 5.2
p(st) = — - e 72% ecuacion
(fouy) - foxy) (w(x—s,y—t)—w)
x=0 y=0 x=0 y=0

Dondes=0,1, ..., M-1yt=0, 1, ..., N-1, wes el valor medio de los pixeles del
patron'y f(X,y) es el valor medio de f(x,y) en la region coincidente. El coeficiente es igual

a 1 si el patron w es igual a la region de andlisis de la imagen f, e igual a cero si W no
guarda relacion alguna. [110]
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Figura 5.7: Método de deteccion de PES con representacion tiempo-frecuencia utilizando la correlacion
cruzada bidimensional normalizada. (A) PES previo a la LPSC; (B) Representacion tiempo-frecuencia de A;
(C) Patron recortado de B; (D) PES cuatro semanas después de la LPSC; (E) Representacion tiempo-
frecuencia de D; (F) Potenciales encontrados en E con el patron C.

Puesto que la técnica de CCBN es capaz de identificar patrones en imagenes y dado
que un espectrograma puede considerarse una imagen, se empled ésta técnica para
determinar las caracteristicas de la sefial en los registros posteriores a la LPSC (amplitud y
latencia), tomando como patrén en cada caso el registro previo a la LPSC de cada rata
(comprendiendo las ondas N1 y P1) y considerando los siguientes criterios:

1. Se tomaron en consideracion las areas reconocidas con coeficiente p > 0.8

2. Si no se localizaba una zona con coeficiente p >0.8 se realizaba una inspeccioén
visual de los espectros para determinar la localizacion de las ondas, descartando las
regiones de frecuencias superiores a 300Hz y/o menores a la latencia medida en los
registros previos a la LPSC, ponderando después los picos de intensidades mas altas
del espectro.

5.5. Evaluacion funcional

La evaluacion funcional se realizdé por medio de la escala BBB (Basso, Beattie y
Bresnahan), la cual evalta la marcha con base a las articulaciones de la cadera, rodilla y
tobillo a través de 22 grados de recuperacion motora; donde el grado O representa la
ausencia de movimiento y el grado 21 una marcha normal (Anexo B).
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Los animales fueron evaluados al siguiente dia de la LPSC y posteriormente se
realizd una vez por semana durante dos meses, siendo el tiempo en el cual los eventos
debidos a la lesion permiten observar el efecto del tratamiento. Las evaluaciones se
realizaron cegadas al tratamiento.

5.6. Estudio histologico

Tras concluir el tiempo de estudio, todos los cerebros y médulas fueron analizados
histologicamente, para ello, previa anestesia via intraperitoneal con una mezcla de
Ketamina (77.5mg/Kg de peso corporal) y Xilacina (12.5mg/Kg de peso corporal) los
animales fueron sometidos a una toracotomia, a continuacion, mediante una puncion en el
vértice cardiaco se procedié a la perfusion via intracardiaca con 200ml de solucién salina
mas 500 u.i. de heparina, seguido sin interrupciéon de 400ml de formaldehido. Ambas
soluciones a una velocidad de 30ml/min. Al término de esto se extrajo un segmento de
1.5cm de la médula espinal a partir del epicentro de la lesién y el cerebro, ambos se
colocaron en un frasco con el mismo fijador.

El tejido de la médula espinal fue deshidratado en alcoholes graduales y se aclard
con xileno y se incluyd en moldes de parafina. Se realizaron cortes longitudinales
secuenciales a partir del canal ependimario (10um de espesor) con un microtomo, en un
intervalo de 10 cortes obteniéndose 4 muestras. Los cortes se pasaron a un bafio de
flotacion y se colocaron en laminillas para ser tratados con el procedimiento de
hematoxilina y eosina de Harris. (Anexo C).

El cerebro fue congelado con nitrogeno, con un microtomo se realizaron cortes
coronales de 10um a partir de la huella dejada por los electrodos en la corteza, obteniendo 3
cortes, después se colocaron en laminillas para ser tefiidos por la técnica de Cresilo de Vogt
(Anexo D), una vez obtenidas las laminillas se observaron las estructuras anatomicas en los
cortes y se compararon con un mapa de las estructuras anatomicas de la rata [98], para
confirmar que los electrodos estaban en el sitio planeado.

Las imagenes fueron obtenidas utilizando un sistema equipado el software de
IM1000, una camara digital 300 FX, dos microscopios Leica MZ6 y DM E.

5.7. Estadistica

A todos los datos se les realizo una prueba de estadistica descriptiva, asi como, la
prueba de homogeneidad de varianzas de Levene para determinar si se utilizaba una
estadistica paramétrica o no paramétrica. Posteriormente, para analizar los valores de las
pruebas motoras evaluadas con la escala BBB y las sensitivas con PES se utilizo la prueba
de ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett y para analizar la
cantidad de tejido preservado se utiliz6 una ANOVA de una via seguida de la prueba de
Dunnett, utilizando el software SPSS 15.0.
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6. Resultados

6.1. Sintesis de Polimeros

Andlisis Infrarrojo

La Figura 6.1 A contiene los espectros IR de transmitancia para todos los polimeros.
El espectro incluye los picos caracteristicos del pirrol sintetizado por plasma Los espectros
se componen principalmente de tres bandas de absorcion. La primera de ellas se encuentra
entre 2400-3600 cm™ y puede estar asociada con los enlaces C-H, N-H y O-H de los
polimeros en diferentes configuraciones. Esta region es mas amplia en el PPy/I debido a
que los enlaces O-H en este polimero se originan al final con la oxidacion atmosférica. Por
otra parte, el PPy/PEG tiene dos fuentes de enlace O-H, la proporcionada por la estructura
del Etilenglicol y la suministrada por la oxidacion atmosférica. En esta banda se destacan
las vibraciones de las aminas primarias (C-NH;) provenientes de la estructura del Pirrol
alrededor de 3338 cm™' para el PPy y PPy/PEG (Figura 6.1 By C)y 3167 cm™ para enlaces
aromaticos en el PPy/I (Figura 6.1 C) y la absorcion centrada en 2920cm™ puede ser
asignada a la saturacion de cadenas alifaticas C-H, esta absorcion sugiere la presencia de
fragmentos de Pirrol incluidos en macromoléculas.

Las vibraciones alrededor de 2200 cm™ corresponden a los grupos de nitrilo, C=N,
sugiriendo también la fragmentacion de algunos anillos del mondmero y la nitracion parcial
de estos fragmentos. El nitrogeno que participa en este proceso proviene de las moléculas
de Pirrol y de la interaccion atmosférica. Esta absorcion es mas intensa en PPy/I (Figura 6.1
C) y disminuida en el PPy/PEG (Figura 6.1 D).

La segunda banda de absorciéon se encuentra entre 1000-1800 cm™. Se puede
encontrar la presencia de grupos C-N, C=C y C=0 entre 1600 y 1800 cm™. Los picos
alrededor de 1610 cm™ pertenecen al grupo de aminas primarias, secundarias y terciarias.
En el PPy/PEG, el pico principal en esta banda es a causa de la influencia del oxigeno en
las moléculas de PEG. Sin embargo, en el PPy/I, esta banda estd mas cerca de 1600 cm™,
donde predominan las aminas de las moléculas heterociclicas.

La tercer banda de absorcion se localiza entre 400-800 cm™, esta asociada con las
sustituciones en anillos del Pirrol, con el crecimiento de los polimeros, con ramificacion
parcial y entrecruzamiento de las cadenas, relacionado con la anchura del pico. Este
complejo de absorcion indica la creacion de redes.
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Figura 6.1: Espectro de transmitancia IR de los materiales. (A) Todos los materiales; (B) Transmitancia IR
PPy; (C) Transmitancia IR PPy/I; (D) Transmitancia IR PPy/PEG.

Conductividad

El polimero PPy a temperatura ambiente y a 50% de humedad relativa (HR)
presentd una resistencia de 390MQ, resistividad de 35GQcm y conductividad de
28.57pS/cm. A HR del 90% present6 una resistencia de 16MQ, resistividad de 1.43GQcm
y conductividad de 696pS/cm.

El polimero PPy/l a temperatura ambiente y al 40% de HR mostro una resistencia de
2.46MQ, resistividad de 243.36MQcm y conductividad de 4.1nS/cm. Al aumentar la HR al
88% el material presentd una resistencia de 8.5K(, resistividad de 840.88KQcm y
conductividad de 1.189uS/cm.

El material PPy/PEG a temperatura ambiente y al 35% de HR mostr6 una resistencia de
GQ, por lo cual no se consideré como polimero semiconductor.
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Tabla 6.1: Caracteristicas eléctricas de los Polimeros en condiciones de humedad

Polimero Humedad Resistencia Resistividad Conductividad
Relativa
PPy 50% 390MQ 35GQcm 28.57pS/cm
90% 16MQ 1.43GQcm 696pS/cm
PPy/l 40% 2.46MQ 243 .36MQcm 4.1nS/cm
88% 8.5KQ 840.88KQcm 1.189uS/cm
PPy/PEG 35% GQ e
85% GQ e e

Andlisis morfoldgico y elemental

La morfologia se realizd con un microscopio electronico de barrido marca Philips
XL30. Los polimeros fueron sintetizados por capas delgadas consecutivas, muy
posiblemente debido a pequefias variaciones en las condiciones termodinamicas del
sistema, fundamentalmente por variaciones en la presion. Por tal motivo, los espesores de
las capas son diferentes y no siguen una tendencia definida.

La figura 6.2.1A muestra el perfil de PPy que estd formado por dos capas solidas,
una de aproximadamente 3.7 pm y la otra de 1.1 um. Ambas estan separadas y presentan
superficie rugosa con formacion de granulos y lineas distribuidos en forma heterogénea en
el material, como se puede ver en la figura 6.2.1B.

El perfil de PPy/I se presenta en la figura 6.2.2A donde se aprecian dos capas
delgadas y compactas de aproximadamente 1.5 pm de espesor. La superficie del polimero
es rugosa con pliegues que a una ampliaciéon mayor se ven como bordes sin orden como en
la figura 6.2.2B. En esta figura El PPy/I tiene predominantemente la morfologia del PPy.

El copolimero PPy/PEG presenta una morfologia diferente a la de los polimeros
anteriores, ver figura 6.2.3A. La parte superior de una capa estd formada por una gran
cantidad de pequenos grumos. El espesor de las capas esta aproximadamente entre 1.2 y 1.5
um. Es posible que la parte grumosa sea originada por la presencia del PEG y la parte
compacta por el PPy. Esto se puede apreciar también en la Figura 6.2 3B.
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Flgura 6.2: Microfotografias representativas de los pohmeros 1) PPy (A: 4000X B: SOOOX) (2) PPy/1 (A:
5000X, B: 5000X); (3) PPy/PEG (A: 2000X, B: 500X)

Para el andlisis elemental se observaron el Carbono, Nitrégeno, Oxigeno y Yodo. El
Carbono y Nitrogeno forman parte de la estructura de los monoémeros utilizados (Pirrol y
Etilenglicol). El Oxigeno por otra parte, solo estd presente en el Etilenglicol. El Yodo soélo
fue utilizado como dopante para el PPy/I.
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La tabla 6.2 muestra el porcentaje en peso de cada elemento analizado que
constituye el material. La proporcion de oxigeno en el PPy/PEG se origina por dos fuentes,
la estructura del monémero y la oxidacidén proveniente de la reaccion de radicales libres en
el polimero con el oxigeno atmosférico. La fraccion de yodo en PPy/I es casi la mitad del
peso total del polimero. Algunos de los 4&tomos podrian estar quimicamente relacionados
con el polimero y otros entre las cadenas sin estar vinculados a un sitio especifico en la
estructura.

Tabla 6.2: Analisis elemental de los polimeros (expresados en porcentaje de peso)

Elemento PPy PPy/I PPy/PEG
Carbono 57.50 37.60 60.14
Nitrogeno 26.82 11.97 28.53
Oxigeno 15.68 6.77 11.33
Yodo 0 43.66 0
Total 100 100 100
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6.2. Registro de Potenciales Evocados Somatosensoriales

Después de las ocho semanas de estudio, se obtuvieron los cortes histologicos de los
cerebros de las ratas y se corrobor6 que estuvieran localizados en el sitio correcto (entre la
corteza somatosensorial de las extremidades inferiores y la corteza motora). Cuando los
electrodos no estaban correctamente colocados los animales fueron excluidos del estudio.

En la figura 6.3 se muestra un corte coronal representativo, donde se aprecian las
huellas dejadas por los electrodos (flechas), la corteza somatosensorial de las extremidades
inferiores (ovalo negro) y la corteza motora (ovalo rojo).

Figura 6.3: Corte coronal histoldgico de la zona de implante de electrodos. Las flechas sefialan las huellas
dejadas por los electrodos, linea punteada roja: corteza motora, linea punteada negra: corteza somatosensorial
de las extremidades inferiores. Amplificacion 1X.

Se registraron PES estimulando las extremidades superiores (el nervio mediano de
la mufieca) con los pardmetros descritos en la seccion 5.4 para comprobar la integridad de
los electrodos durante el estudio. En la figura 6.4 se muestran PES representativos
obtenidos de un animal, para los cuales se midieron los pardmetros de amplitud y latencia
en el dominio del tiempo para las ondas mostradas (I y II).
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Figura 6.4: Potenciales evocados somatosensoriales representativos estimulando extremidades superiores. Pre:
Previo a la LPSC, 1D: un dia después LPSC, 4S: cuatro semanas después LPSC, 8S: ocho semanas después
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Los PES con estimulo de las extremidades superiores no mostraron diferencias
estadisticas significativas (ANOVA de medidas repetidas) en ninguno de los pardmetros
(amplitud y latencia).

Al término del estudio se realizaron las mediciones de amplitud y latencia de los
potenciales N1 y P1. En la figura 6.5 se muestran registros previos a la lesion, un dia
después de la lesion y una vez por semana durante los dos meses de estudio, estimulando
las extremidades inferiores. En esta misma figura se observa que en condiciones normales
los picos de las ondas N1 y Pl aparecen aproximadamente entre 22-34 ms con una
amplitud de 4.6 uV y 5.6 uV respectivamente, pero después de la LPSC la sefial decrece
demasiado en amplitud, y se dificulta la determinacion de los parametros de amplitud y
latencia en el dominio del tiempo.

La tabla 6.2 muestra los datos como: media (+desviacion estandar), para las ondas
N1 y P1 previo a la LPSC de los registros con estimulacion en las extremidades inferiores.

Tabla 6.2: Medicion de PES previo a LPSC (media (desviacion estandar))

Amplitud Latencia
NI 4.59uV(£1.83) 22.13ms(+4.71)
Pl 5.59uV(£2.08) 34.15ms(+4.56)
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Figura 6.5: Potenciales evocados representativos de cada grupo durante el estudio. (A) Control; (B) PPy; (C)
PPy/I; (D) PPy/PEG. Pre: Previo LPSC, 1D: 24 horas después de LPSC, 1S: una semana después, 2S: dos
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Se obtuvieron los espectrogramas de todos los PES registrados y se midieron los
parametros equivalentes en el dominio de la frecuencia, potencia pico (amplitud) y latencia
(tiempo pico), tomando como plantilla el espectro de las ondas N1 y Pl en el
espectrograma del registro previo a la LPSC para cada rata y aplicando la CCBN, las
mediciones se tomaron a partir de los picos mas altos del segmento encontrado con los
criterios planteados en la seccion 5.4.

Las siguientes figuras (6.6, 6.7, 6.8 y 6.9) muestran ejemplos del andlisis tiempo-
frecuencia (espectrograma) utilizando la CCBN durante las etapas del estudio (organizados
por filas 1-10). La distribucion tiempo-frecuencia de los PES (columna central en estas
figuras, B) se presenta como una malla bidimensional con el tiempo en el eje X, la
frecuencia en el eje y, y la intensidad en escala de color relativo (barra a la derecha del
espectrograma). En la columna izquierda de las figuras se muestran los PES en el dominio
del tiempo, mientras que en la columna derecha se presenta el patrén de los picos a
localizar después de la lesion (sub-figuras 3C) y debajo de ésta el patron correspondiente de
los picos localizados en el espectrograma para cada caso.

En los espectrogramas se destacan dos picos correspondientes a las ondas N1 y P1
en el dominio del tiempo, que se vieron alterados después de la lesion. Los picos decrecen
en amplitud y se dispersa la energia en el espectro; se observa que en condiciones normales,
es decir, previo a la seccion completa, los picos se encontraban alrededor de 16.04ms(3.55)
después de la estimulacion y con una potencia pico de 76.24(24.38) para la onda NI,
mientras que para la onda P1 los parametros del tiempo pico fueron de 32.69ms(4.39) y
78.41 (32.43) en la potencia pico. Los picos en la representacion tiempo-frecuencia son mas
faciles de identificar que a partir de la forma de onda en el dominio del tiempo. Sin
embargo, localizar el punto central de los picos es mas dificil debido a la limitacion de la
resolucion en el tiempo, en la representacion tiempo-frecuencia.
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Figura 6.6: Deteccion de los potenciales evocados somatosensoriales utilizando la correlacion cruzada
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(representacion en el dominio del tiempo); (B) Espectrograma (representacion tiempo-frecuencia) de A; (C)
Potenciales encontrados. (1) Previo a LPSC; (2) un dia después LPSC; (3) una semana después LPSC; (4) dos
semanas después LPSC; (5) tres semanas después LPSC; (6) cuatro semanas después LPSC; (7) cinco
semanas después LPSC; (8) seis semanas después LPSC; (9) siete semanas después LPSC; (10) ocho semanas
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Figura 6.7: Deteccion de los potenciales evocados somatosensoriales utilizando la correlacion cruzada
bidimensional normalizada de los espectrogramas de un animal representativo del grupo PPy. (A) PES
(representacion en el dominio del tiempo); (B) Espectrograma (representacion tiempo-frecuencia) de A; (C)
Potenciales encontrados. (1) Previo a LPSC; (2) un dia después LPSC; (3) una semana después LPSC; (4) dos
semanas después LPSC; (5) tres semanas después LPSC; (6) cuatro semanas después LPSC; (7) cinco
semanas después LPSC; (8) seis semanas después LPSC; (9) siete semanas después LPSC; (10) ocho semanas
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después LPSC.
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Figura 6.8: Deteccion de los potenciales evocados somatosensoriales utilizando la correlacion cruzada
bidimensional normalizada de los espectrogramas de un animal representativo del grupo PPy/I. (A) PES
(representacion en el dominio del tiempo); (B) Espectrograma (representacion tiempo-frecuencia) de A; (C)
Potenciales encontrados. (1) Previo a LPSC; (2) un dia después LPSC; (3) una semana después LPSC; (4) dos
semanas después LPSC; (5) tres semanas después LPSC; (6) cuatro semanas después LPSC; (7) cinco
semanas después LPSC; (8) seis semanas después LPSC; (9) siete semanas después LPSC; (10) ocho semanas

,
después LPSC.
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Figura 6.9: Deteccion de los potenciales evocados somatosensoriales utilizando la correlacion cruzada
bidimensional normalizada de los espectrogramas de un animal representativo del grupo PPy/PEG. (A) PES
(representacion en el dominio del tiempo); (B) Espectrograma (representacion tiempo-frecuencia) de A; (C)

Potenciales encontrados. (1) Previo a LPSC; (2) un dia después LPSC; (3) una semana después LPSC; (4) dos
semanas después LPSC; (5) tres semanas después LPSC; (6) cuatro semanas después LPSC; (7) cinco
semanas después LPSC; (8) seis semanas después LPSC; (9) siete semanas después LPSC; (10) ocho semanas
después LPSC.

Una vez obtenidas las mediciones de potencia pico (amplitud) y tiempo pico
(latencia) para las ondas N1 y P1, mediante diagramas de cajas se identificaron los valores
atipicos y extremos, se desestimaron los valores extremos encontrados en algunos casos y
se tomo la media de los valores restantes debido a posibles identificaciones erroneas de los
picos, se expresaron los datos en porcentaje, tomando como 100% las mediciones
realizadas previo a la seccion completa, después se realizoé un andlisis estadistico ANOVA
de medidas repetidas para cada uno de estos parametros (Figuras 6.10-6.13).
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La figura 6.10 muestra el porcentaje de reduccion de la potencia pico (amplitud)
para la onda N1, se observa el decremento de la potencia pico (mayor al 50%) en todos los
grupos de estudio después de la lesion por seccion completa, también se aprecian
oscilaciones alrededor del 20% de la amplitud previo a la seccion, asi como un incremento
notable del grupo PPy en la tercera semana de evaluacion, pero, inferior al 40%; ningin
grupo alcanza una diferencia estadisticamente significativa.

Amplitud N1
120% -
100% -
80% -
60% -
40% -+
20% A
0%
Previo 1D 1S 2S 3S 4S 5S 6S 7S 8S
| ® Control O PPy m PPyl PPY/PEG |

Figura 6.10: Amplitud (potencia pico) de la onda N1. Control: LPSC (n=6), PPy: LPSC mas implante de
Polipirrol (n=5), PPy/I: LPSC mas implante de Polipirrol/Yodo (n=6), PPy/PEG: LPSC mas implante de
Polipirrol/Polietilenglicol (n=5). Previo: previo a LPSC, 1D: un dia después LPSC, 1S: una semana después
de LPSC, y hasta 8S: ocho semanas después de LPSC. Los resultados estan expresados en porcentaje £E.E.
Analisis de ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett.

Las mediciones de tiempo pico (latencia) para la onda N1 (figura 6.11) muestran un
incremento mayor al 100% para todos los grupos después de la seccion completa, asi como
oscilaciones que van de 240% hasta 370% para el grupo control, para el grupo PPy se
observaron oscilaciones desde 150% hasta 250% con un minimo en la séptima semana de
evaluacion, mientras que el grupo PPy/I mostrd variaciones desde 190% hasta 265% con un
minimo en la cuarta y quinta semana de evaluacion, para el PPy/PEG se observaron
variaciones desde 170% hasta 280% teniendo un minimo en la séptima semana de
evaluacion. Con este parametro se observo una diferencia estadisticamente significativa del
grupo PPy al ser comparado con el grupo control (*p<0.05).
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Figura 6.11: Latencia (tiempo pico) de la onda N1. Control: LPSC (n=6), PPy: LPSC mas implante de
Polipirrol (n=5), PPy/I: LPSC mas implante de Polipirrol/Yodo (n=6), PPy/PEG: LPSC mas implante de
Polipirrol/Polietilenglicol (n=5). Previo: previo a LPSC, 1D: un dia después LPSC, 1S: una semana después
de LPSC, y hasta 8S: ocho semanas después de LPSC. Los resultados estan expresados en porcentaje £E.E.

Analisis de ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett. * p<0.05.

Para la onda P1 las mediciones de potencia pico (amplitud) se muestran en la figura

6.12, se observa una disminucion de la amplitud del 80% después de la seccion completa
con variaciones para todos los grupos alrededor del 20%, también se observo un incremento
sobresaliente, mayor del 40% para el grupo PPy/I en la cuarta semana de evaluacion, sin
embargo ningun grupo resultd estadisticamente significativo al ser comparado con el grupo

control.

120% -

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

0% -+

Amplitud P1

1S 2S 3S 4S 5S 6S 7S 8S
| @ Control O PPy = PPyl PPY/PEG |

Figura 6.12: Amplitud (potencia pico) de la onda P1. Control: LPSC (n=6), PPy: LPSC mas implante de
Polipirrol (n=5), PPy/I: LPSC mas implante de Polipirrol/Yodo (n=6), PPy/PEG: LPSC maés implante de
Polipirrol/Polietilenglicol (n=5). Previo: previo a LPSC, 1D: un dia después LPSC, 1S: una semana después
de LPSC, y hasta 8S: ocho semanas después de LPSC. Los resultados estan expresados en porcentaje £E.E.

Analisis de ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett.

Las mediciones de tiempo pico (latencia) para la onda P1 se muestran en la figura

6.13, en esta se observa un incremento mayor al 50% después de la seccion completa de la
médula espinal, las mediciones del grupo control muestran variaciones desde 170% hasta
240% con un minimo observado un dia después de la seccion y en la quinta evaluacion,
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para el grupo PPy se observaron oscilaciones entre 130% y 160% con minimos en la
primera, segunda, séptima y octava semanas de evaluacion, el PPy/I mostrd variaciones
entre 125% y 175% con un minimo en la cuarta semana de evaluacion, mientras que para el
grupo PPy/PEG se observaron oscilaciones entre 130% y 180% mostrando un minimo en la
séptima semana de evaluacion. Con la medicion de la latencia para la onda P1 se observo
una diferencia estadisticamente significativa para los grupos PPy y PPy/I al ser comparados
con el grupo control (*p<0.05).
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Figura 6.13: Latencia (tiempo pico) de la onda P1. Control: LPSC (n=6), PPy: LPSC mas implante de
Polipirrol (n=5), PPy/I: LPSC mas implante de Polipirrol/Yodo (n=6), PPy/PEG: LPSC mas implante de
Polipirrol/Polietilenglicol (n=5). Previo: previo a LPSC, 1D: un dia después LPSC, 1S: una semana después
de LPSC, y hasta 8S: ocho semanas después de LPSC. Los resultados estan expresados en porcentaje +E.E.
Analisis de ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett. * p<0.05.
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6.3. Evaluacion funcional

En la evaluacion funcional se observo una recuperacion de 2.43 y 2.5 veces mayor
en los animales implantados con PPy (4.60) y PPy/I (4.67) respectivamente con respecto al
grupo control (2.17) (p<0.05).

En los tres grupos que recibieron implante, la recuperacion funcional indica que los
animales tienen funcidon nerviosa voluntaria, pues los grupos tratados con PPy y PPy/I
alcanzaron el grado 4 en la escala BBB que fue estadisticamente significativa (*p<0.05) al
ser comparada con el grupo control, esto indica el desarrollo de movimiento limitado de
dos articulaciones y amplio de la tercera (cadera, rodilla y tobillo), mientras que el grupo
tratado con PPy/PEG alcanzo6 el grado 3, que indica la presencia de movimiento amplio de
dos articulaciones (Figura 6.14). Sin embargo, el grupo tratado con PPy/PEG no resultd
estadisticamente significativo al ser comparado con el grupo control.

Al realizar una comparacion entre tratamientos no se encontro diferencia estadistica
significativa.

Escala BBB

1d 6s 7s 8s
| mControl DOPPy ®PPyl ®@PPYPEG |

Figura 6.14: Recuperacion motora evaluada con la escala BBB (Basso, Beattie y Bresnahan). Control: seccion
completa de la médula espinal (n=6), PPy: seccion completa de la médula espinal mas implante de Polipirrol
(n=5), PPy/I: seccion completa de la médula espinal mas implante de Polipirrol/Yodo (n=6), PPy/PEG:
seccion completa de la médula espinal mas implante de Polipirrol/Polietilenglicol (n=5). Los resultados estan
expresados como medias £E.E. El analisis de ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett.
* p<0.05.
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6.4. Estudio histolégico

Dos meses después de la lesion por seccion completa, los animales fueron
sacrificados para analizar el tejido preservado de la médula espinal. En el tejido de
animales que recibieron los implantes, se observa una buena integracion de los materiales y
proliferacion celular (Figura 6.15 (2), (3), (4)). En el grupo implantado con PPy/I hay pocas
cavidades en la interfaz médula-polimero. El grupo implantado con PPy/PEG presenta
quistes en la zona del implante, pero no en la zona periférica, mostrando preservacion del
resto de tejido (Figura 6.15 (4)). Microfotografias de animales del grupo control
presentaron quistes de tamafios variables y la zona de lesion parece extenderse a la
sustancia blanca y gris adyacente (Figura 6.15 (1)).

1A

1mm
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Figura 6.15: Cortes histologicos longitudinales de la médula espinal en el epicentro de la lesion. (1) Control
(A: 1.6X, B: 10X); (2) PPy (A: 1.6X, B: 10X); (3) PPy/I (A: 1.6X, B: 10X); (4) PPy/PEG (A: 1.6X, B: 10X)

.

Se observa la presencia de respuesta inflamatoria en la sustancia gris y blanca, y en
la zona del implante, esta respuesta fue mayor en el grupo control.
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El anélisis de tejido preservado se cuantifico para cada grupo y se muestra en la
Figura 6.16. La media del porcentaje del tejido preservado se analiz6 en un area total de
52mm®. En el grupo control fue del 17.37%, mientras que en los grupos implantados con
PPy 24.92%, PPy/I 24.12% y PPy/PEG 21.94% y las medias fueron 9.03 mm?, 12.96 mm?,
12.54 mm’ y 11.41 mm? respectivamente con una p < 0.05 para el grupo PPy y PPy/I de un
analisis de ANOVA, seguido por el test de Dunnett.

16
14 T

12

ea (mm’)
H
N\
L

Ar

N

Control PPy PPy/I PPyY/PEG

Figura 6.16: Analisis de tejido preservado. Control: seccién completa de la médula espinal (n=6), PPy:
seccion completa de la médula espinal mas implante de Polipirrol (n=5), PPy/I: secciéon completa de la
médula espinal mas implante de Polipirrol/Yodo (n=6), PPy/PEG: seccion completa de la médula espinal mas
implante de Polipirrol/Polietilenglicol (n=5). Los resultados estan expresados como medias £E.E. ANOVA de
una via seguida de prueba de Dunnett. * p<0.05.
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7. Discusion

En el presente trabajo se evaluaron las caracteristicas eléctricas, morfologicas y de
composicion elemental de tres polimeros semiconductores sintetizados por plasma (PPy,
PPy/l y PPy/PEG) en un modelo de LPSC de la médula espinal en ratas, monitoreando la
transmision de la sefial nerviosa mediante PES, la recuperacion motora utilizando la escala
BBB y la cantidad de tejido preservado. Los resultados muestran que los implantes de PPy
y PPy/I favorecen la recuperacion funcional y la preservacion del tejido nervioso teniendo
efecto neuroprotector ocho semanas después de una LPSC de la médula espinal.

La polimerizacion mediante plasma permite promover la polimerizacion sin la
intervencion de agentes catalizadores, y so6lo intervienen en la reaccion los mondémeros
iniciales y especies quimicas derivadas de estos, asi la potencial respuesta inflamatoria esta
limitada a la provocada por sustancias derivadas de la combinacién de mondémeros [112],
por otro lado, estos polimeros (PPy, PPy/l y PPy/PEG) tienen la ventaja de ser no-
biodegradables y por tanto no hay degradacion de material que pueda provocar una mayor
respuesta inflamatoria dando lugar a pérdida progresiva de tejido y cavitacion quistica
(Figura 6.15), [112] estas ventajas se vieron reflejadas en la biocompatibilidad de los
materiales, ya que, no se observo mortalidad durante el experimento en los animales debido
al implante.

Los espectros de IR de los tres polimeros muestran picos caracteristicos de pirrol,
con diferencias en la configuracién de los elementos constituyentes, el espectro sugiere la
presencia de fragmentos de pirrol incluidos en las macromoléculas, asi como la rotura de
anillos del mondémero y su nitracion parcial, los polimeros también presentan triples
ligaduras en el espectro de IR en el intervalo 2210-2250cm™ (Figura 6.1), que corresponden
al grupo nitrilo C=N [112]. Estas triples ligaduras pueden actuar como atrapadores de
radicales libres o antioxidantes permitiendo una mayor recuperacion funcional, pues
actuarian reduciendo el proceso de lipoperoxidacion. El nitrogeno que participa en este
proceso proviene del pirrol y de la interaccién atmosférica. Se observa la presencia de
oxigeno que es debida a la interaccion atmosférica y en el caso del PPy/PEG a la porcion
proveniente de las moléculas de PEG. En este sentido, la mayor porcion de oxigeno de
todos los polimeros es la mostrada por el PPy (Tabla 6.2), debido a una mayor exposicion
al medio ambiente, esta cantidad de oxigeno extra puede tener efectos en la efectividad
como neuroprotector. El analisis de los espectros también indica sustituciones del anillo de
pirrol asociadas al crecimiento de los polimeros con entrecruzamientos y ramificaciones
promoviendo la formacién de redes [112, 113]. Este entrecruzamiento en los polimeros
puede servir desde el punto de vista bioldgico, como una estructura tridimensional de apoyo
en donde las células nerviosas pueden crecer. Sin embargo, una consecuencia indeseable de
esta red polimérica es que altera la configuracion eléctrica entre las cadenas y como
resultado se produce una reduccion de la conductividad eléctrica [114, 115]. Por otra parte,
aun se debe estudiar el efecto del oxigeno ambiental sobre la oxidacion de los polimeros
después de la sintesis y el efecto de este sobre la recuperacion de la funcidn nerviosa.
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En este punto, los dopantes aumentan la conductividad eléctrica en los polimeros
mediante la adicion de atomos con menor o mayor concentraciéon de electrones, estos
polarizan sitios a lo largo de las cadenas. In vivo, los dopantes no deberian aumentar la
respuesta inflamatoria en los tejidos, uno de los dopantes que ha sido probado con éxito en
el aumento de la conductividad eléctrica es el yodo. [114]

El PPy/I contiene atomos de yodo vinculados fisica y quimicamente en la estructura,
que cambia las propiedades fisico-quimicas del polimero resultando un material
semiconductor con afinidad al agua [86]. Debido a esta afinidad, el PPy/I puede aumentar
su conductividad eléctrica de 4.InS/cm a 1.189uS/cm respecto al PPy que va de
28.57pS/cm a 696pS/cm en condiciones de humedad. El incremento en la conductividad
eléctrica parece ser responsable de la preservacion de la sefial nerviosa observado en mayor
grado en el grupo tratado con PPy/I (Figuras 6.10-6.13). Esta caracteristica es muy
importante en los sistemas bioldgicos, porque el agua es un componente esencial en los
tejidos. Por otra parte, el PPy/PEG, mostrd una gran resistencia (del orden de GQ) y no es
considerado un polimero semiconductor, sin embargo, es un polimero hidrofilico que tiene
baja adhesion celular y ha demostrado propiedades neuroprotectoras, quizas debido a su
capacidad para sellar las membranas celulares danadas y reprimir el estrés oxidativo [116,

117], reduciendo el volumen de la cavidad dafiada y produciendo recuperacion funcional.
[118, 119]

La morfologia superficial del PPy y PPy/I tienen aglomerados caracteristicos del
PPy sintetizado por plasma [86]. La rugosidad es una importante caracteristica del PPy y
PPy/I, porque aumenta la superficie donde las células pueden interactuar con los polimeros.
En contraste, el PPy/PEG tiene una superficie lisa con grumos (Figura 6.2-3A,B),
posiblemente originados por la presencia del PEG. El porcentaje de los elementos
analizados (carbono, nitrégeno, oxigeno y yodo) presentes en los polimeros mostré que el
PPy y PPy/PEG contienen cantidades similares de carbono y nitrégeno, constituyentes en la
estructura de los mondémeros, mientras que el PPy contiene la mayor cantidad de oxigeno,
debido a una mayor interaccion con el medio ambiente; por otro lado la cantidad de yodo
presente en el PPy/I es elevada en peso, pero, representa aproximadamente dos anillos de
monomero, entretanto el nitrogeno a un anillo de pirrol, [112] con base en las propiedades
quimicas y fisicas de los biomateriales y su interaccion con el tejido nervioso, se pudo
demostrar que son bien tolerados por el tejido de la médula espinal (Figura 6.15) y que no
incrementa la mortalidad de los animales.

Por otra parte, en este estudio también se pudo establecer una metodologia de
registro de potenciales evocados somato sensoriales intracraneales y se observd que el
tejido nervioso de la corteza tolera los electrodos pues no sufri6 dafio visible aun cuando
permanecieron implantados durante dos meses (Figura 6.3), como lo muestran los registros
adquiridos estimulando las extremidades superiores hasta las ocho semanas de su
colocacion (Figura 6.4). Por otra parte, la colocacion de los electrodos entre las cortezas
somatosensoriales de las extremidades inferiores y motora posibilita la implementacion de
PEM, sin embargo, estos registros no se llevaron a cabo debido al riesgo de lesion de la
corteza a causa del estimulo, dificultad para obtener un registro adecuado y la
incertidumbre del origen de los registros [120] (proveniente del musculo de interés o
proveniente de otros musculos) como se observo en pruebas previas realizadas en este
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estudio. Esta metodologia so6lo se habia llevado a cabo en modelos de contusion y
compresion con registros previo y posterior a la lesion [100, 103, 121]. Para poder
implementar estos registros fue necesario establecer una nueva metodologia, modificando
las existentes para realizar el seguimiento de la lesion por seccion de la médula espinal con
PES registrados con electrodos intracraneales.

Los PES son ampliamente utilizados para el monitoreo de la integridad de la médula
espinal durante procedimientos quirurgicos [104, 122] y como indicadores del grado de
recuperacion después de una lesion de la médula espinal [123]. Esto se realiza comparando
los parametros de amplitud y latencia de los registros posteriores a la lesion con el registro
previo a ésta [124]. El criterio que indica un posible dafio es un decremento del 50% en la
amplitud o un incremento del 10% en la latencia [103, 108, 125]. En este trabajo, los
parametros de amplitud y latencia de los PES después de la lesion no pudieron ser
evaluados en el dominio del tiempo, pues después de la LPSC de la médula espinal, estos se
abatieron y no permitieron distinguir las caracteristicas del registro, debido a que el modelo
de LPSC de la médula espinal es muy agresivo, por otro lado, la LPSC fue la inica manera
de crear un espacio en la médula espinal para insertar el polimero. Por ello se implementd
una representacion tiempo-frecuencia (espectrograma) de los registros [103, 108], con el fin
de evidenciar los cambios en los PES, una vez obtenidos los espectrogramas se implement6
una CCBN entre los picos obtenidos previo a la lesion y los registros posteriores para
intentar medir los parametros de amplitud (potencia-pico) y latencia (tiempo pico), [107,
110] los resultados mostraron que los pardmetros de amplitud no tenian una diferencia
estadistica significativa entre los grupos con implante y el control en ninguno de los picos
analizados, mientras que con la latencia se observo una diferencia estadistica significativa
(p<0.05) entre el grupo tratado con PPy y el grupo control para el pico N1, y con el pico P1
se observaron diferencias con el grupo PPy y PPy/I al compararse con el grupo control
(p<0.05). Sin embargo, no se cuenta con estudios previos para comparar los datos
obtenidos, asi como tampoco se conocen con certeza los cambios que puede sufrir la forma
de onda como para ser identificada con registros de PES en la corteza después de la LPSC.

La evaluacion funcional de la calidad de la marcha mostr6 una mayor recuperacion
motora en los animales implantados con PPy y PPy/I, la mayor conductividad eléctrica de
los polimeros puede ser responsable de que estos grupos mostraran una mayor recuperacion
al interactuar eléctricamente con el tejido nervioso y debido a la presencia de mayor
cantidad de tejido nervioso preservado. A su vez, es posible que los estimulos eléctricos
aplicados durante los registros de PES tengan un efecto sobre la recuperacion, puesto que
esta fue mayor aun en el grupo control comparado con otros estudios [126].

En los cortes histologicos se observa un efecto neuroprotector en los grupos con
implante de PPy y PPy/I al presentarse una mayor cantidad de tejido preservado al ser
comparados con el grupo control, asi también se observa la separacion en fragmentos del
polimero pese a que fueron introducidos en forma de pastilla y entre éstos se aprecian
células como: fibroblastos, macrofagos, células inflamatorias (polimorfos nucleares)
presentes en menor cantidad que en el grupo control. Los resultados hacen de estos
implantes de PPy materiales biocompatibles de acuerdo con lo reportado por [127, 128,
129]. La disminucion en la respuesta inflamatoria que se traduce en una presencia menor de
células del sistema inmune en todos los animales que recibieron implante de polimero,
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puede deberse a que el polimero actua como blanco de las células del sistema inmune y
teniendo menor interaccion con el tejido nervioso (Figura 6.15).

Los resultados del presente trabajo podrian ser tomados en cuenta para proponer a
los polimetros derivados del pirrol como terapia de bioingenieria encaminada ha reparar la
médula espinal lesionada, sin embargo, se requiere de mas estudios para demostrar los
mecanismos especificos sobre los que intervienen.

74



8. Conclusiones

1. La conduccion eléctrica de los polimeros de PPy y PPy/I debido a las caracteristicas
fisicas y quimicas de los materiales puede traducirse en un aumento de la
recuperacion funcional. (Seccidon 6.1 y Seccion 6.3. Figura 6.14)

2. Los implantes de polimeros de PPy y PPy/I tienen un efecto neuroprotector en un
modelo de LPSC de la médula espinal que se observa al conservar una mayor
cantidad de tejido nervioso al ser comparado con el grupo control. (Seccion 6.4.
Figura 6.15y 6.16)

3. Los grupos tratados con implantes de PPy y PPy/l muestran una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) en la latencia pero no en la amplitud al ser
comparados con el grupo control. (Seccion 6.2. Figura 6.10-6.13)

4. Los implantes de PPy y PPy/I promovieron una mayor recuperaciéon motora,
después de la LPSC de la médula espinal al ser evaluada por medio de la escala
BBB en comparacion con el grupo control. (Seccion 6.3. Figura 6.14)

5. Los polimeros sintetizados por plasma reducen la respuesta inflamatoria, al
observarse una menor cantidad de células del sistema inmune en el sitio de lesion.
(Seccion 6.4 Figura 6.15)

6. El modelo de LPSC de la médula espinal no es el mas adecuado para ser utilizado
en conjunto con el registro de PES, pues resulta muy agresivo y deriva en
dificultades para obtener los pardmetros de los registros. (Seccion 6.2 Figura 6.5)

7. El implante de electrodos intracraneales a largo plazo son de utilidad para
implementar los registros de PES en un modelo cronico. (Seccidon 6.2 Figura 6.3,
6.4)

8. Las técnicas de representacion tiempo-frecuencia y CCBN, empleadas para analizar
y comparar los registros presentaron limitaciones para determinar las caracteristicas
los PES en un modelo de LPSC (Seccion 6.2, Figura 6.6-6.9)
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9. Perspectivas

1. Implementar una estrategia diferente de administracion de los polimeros.
2. Explorar otro modelo de lesion de la médula espinal.

3. Explorar diversas herramientas para el estudio de la funcion nerviosa.

4. Identificar los tipos celulares que se presentan en el sitio de lesion.

5. Emplear técnicas de tincion de tejido que permitan reconocer mielina.

6. Evaluar el efecto de los polimeros en combinacién con alguna estrategia de
rehabilitacion (estimulacion eléctrica, fisioterapia).
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11. Anexos

A. 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 méaximo el
sufrimiento de los animales.

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

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

ARTICULO 125.- Los bioterios de producciéon o mantenimiento crénico seran
supervisados por profesionales calificado y competente en la materia y deberan permitir el
crecimiento, maduracion, reproducciéon 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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B. Escala BBB

La escala BBB evaltia la marcha a través de 22 grados de recuperacién 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 articulacién 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
colocacion 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
PDy PT.

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

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

Grado 14: Constantemente da pasos con soporte de peso plantar, coordinacién constante
entre PD y PT, y hay rotacion interna o externa de patas, principalmente al hacer contacto
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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 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, al
levantar la pata la mantiene alineada (sin rotar).

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

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

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

cola levantada constantemente e inestabilidad del tronco.

Grado 21: Igual al anterior, pero, tronco constantemente estable.
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C. Procedimiento de tincion. Método de Hematoxilina y Eosina de
Harris

FIJACION:
Formalina neutra al 10%, estabilizada, fijadores de Bouin.

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

SOLUCIONES:
» Alcohol acido al 1%.
» Agua amoniacal.
» Solucién saturada de carbonato de litio.
# Solucion de eosina-floxina.

HEMATOXILINA DE HARRIS:

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

Use un frasco de 2000ml para el alumbre y el agua, y uno mas pequeio para el etanol y la
hematoxilina. Disuelva completamente el alumbre en el agua con la ayuda de calor y de un
agitador magnético. Agita vigorosamente para mezclar la hematoxilina en el alcohol, a
temperatura ambiente. Remueva el alumbre en el agua destilada de la fuente de calor.
Lentamente combine las dos soluciones. Disuelva las soluciones ya combinadas a la fuente
de calor. Haga hervirla tan rapido como sea posible, aproximadamente 1min o menos.
Remueva con calor y lentamente afiada el 6xido de mercurio. Si el oxido de mercurio se
anade rapidamente, la reaccion hard que la solucion hierva y se derrame. Devuelva la
solucién a la fuente de calor hasta que se torne de un color plrpura, luego remuévela del
calor, y poéngala en un recipiente con agua fria. La solucion entonces esta lista. Afiada 20ml
de acido acético para intensificar la tincion nuclear. Filtre la solucién cada vez antes de
usarla.

PROCEDIMIENTO:

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

Tina en hematoxilina de Harris filtrada recientemente de 6-15min.

Lave en agua corriente de 2-5min.

Diferencie en alcohol acido al 1%, de 1-2 remojones.

Lave levemente en agua corriente.

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.

ISARRANE SR N
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7. Lave concienzudamente en agua corriente por 10min.

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

9. Contraste en la solucioén de eosina-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 rosado a rojo
La mayoria de otros tejidos rosado a rojo
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D. Procedimiento de tincion. Método de cresilo de Vogt para
sustancia de Nissl

FIJACION: Formalina neutra al 10%, estabilizada.

SECCIONES: Parafina, de 6 a 20 micrones.

SOLUCIONES

SOLUCION MATRIZ DE VIOLETA "ECHT" DE CRESILO AL 2 %
Violeta "echt" de cresilo 20¢g
Agua destilada 100 ml
SOLUCION ESTABILIZADORA DE ACETATO DE SODIO
Acetato de sodio 20¢g
Agua destilada 1000 ml
Acido acético, glacial 3ml
SOLUCION DIARIA DE VIOLETA "ECHT" DE CRESILO
Solucion matriz de violeta "echt" de cresilo al 2% 1 ml
Solucidn estabilizadora 100 ml

PROCEDIMIENTO

1. Desparafinice e hidrate hasta llegar al segundo cambio de alcohol absoluto.

2. Deje en reposo en alcohol absoluto por 2 horas.

3. Coloque en la solucion diaria de violeta "echt" de cresilo de 40 a 60 minutos.

4. Diferencie rapidamente en alcohol al 95%.

5. Deshidrate y aclare a través de alcohol absoluto y xileno, 2 cambios c/u, 2 min. c/u.
6. Monte usando un medio resinoso.

RESULTADOS

Sustancia de Nissl purpura intenso

Nucleos purpura

Fondo claro
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