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Resumen

Las lesiones traumaticas de la médula
espinal (LTME) son una enfermedad dis-
capacitante que puede causar paralisis,
insensibilidad y disfuncionalidad per-
manente desde el sitio de la lesion ha-
cia la parte inferior del cuerpo. Esto se
debe a una serie de eventos secundarios
que pueden aumentar el dafo original
y detener la regeneracion de las células
nerviosas. Los métodos terapéuticos uti-
lizados para preservar y restablecer la
funcion neurolégica no han tenido éxito
hasta ahora, por lo que es posible que se
deban integrar estrategias terapéuticas
multidisciplinarias para desarrollar tra-
tamientos funcionales. El uso de biopo-
limeros para fomentar el recrecimiento
axonal y la conectividad neuronal, asi
como de terapias de rehabilitacion fisica
para mantener el buen estado de los mus-
culos y articulaciones son estrategias ex-
perimentales para restablecer la funcion
neurolégica después de una LTME.

Se sabe que el polipirrol-iodo (PPy/I) sin-
tetizado por plasma es un material poli-
meérico rico en aminas, lo que favorece su
biocompatibilidad y su relacion con el teji-
do nervioso central. Este estudio analiza
los efectos del PPy/I en diferentes mode-
los de LTME. También analiza sus efectos
cuando se emplea en conjunto con rehabi-
litacion fisica (RF).

Palabras claves: Lesion traumatica de la
médula espinal, polimerizacién por plas-
ma, polipirrol/iodo, rehabilitacion fisica.

Abstract

Traumatic spinal cord injury (TSCI) is a
disabling condition that can cause paraly-
sis, insensibility and permanent dysfunc-
tion from the site of injury to the lower

body. This is due to a series of secondary
events that can increase the original da-
mage and halt axonal regeneration. The-
rapeutic methods used to preserve and
restore neurological function have so far
been unsuccessful, so multidisciplinary
therapeutic strategies may need to be in-
tegrated to develop functional treatments.
The use of biopolymers to promote axonal
regrowth and neuronal connectivity and
the use of physical rehabilitation thera-
pies to maintain muscle and joint fitness
are experimental strategies to restore
neurological function after LTME.

Plasma-synthesized polypyrrole-iodine
(PPy/I) is known to be an amine-rich poly-
meric material, which favors its biocom-
patibility and its relationship with cen-
tral nervous tissue. This study analyzes
the effects of PPy/I in different models of
LTME. It also analyzes its effects when
used in conjunction with physical reha-
bilitation (PR).

Keywords: Traumatic spinal cord injury,
plasma polymerization, polypyrrole /iodi-
ne, physical rehabilitation.

1. Introduccion.

Una lesion traumatica de la médula espi-
nal (LTME) es un darfio fisico que afecta
al tejido nervioso de la médula espinal,
la cual conecta el cerebro con el resto del
cuerpo para controlar las funciones auto-
noémicas como el control de la respiracién
y ritmo cardiaco, las funciones sensitivas
que detectan los diferentes estimulos como
la presion y el calor y las funciones moto-
ras que generan el movimiento. Este tipo
de lesiones pueden ocurrir debido a diver-
sos eventos traumaticos, como accidentes
automovilisticos, caidas, lesiones deporti-
vas o actos de violencia (Ahuja, 2017).
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Datos epidemiolégicos han estimado una
prevalecia de 2.5 millones de personas con
LTME y una incidencia anual de 40 casos
por millén de habitantes con una frecuen-
cia mayor en hombres (80%) con una edad
promedio de 42 afios.

La gravedad de la lesion y sus consecuencias
pueden variar considerablemente segun la
ubicacion y la extension del dafio en la mé-
dula espinal. Las lesiones pueden ser com-
pletas, donde se produce la pérdida total de
la funcién autonémica, motora y sensorial
por debajo del nivel de la lesién, o incomple-
ta, donde algo de funcién autonémica, mo-
tora o sensorial puede permanecer.

Las personas con lesiones traumaticas
de la médula espinal pueden experi-
mentar una variedad de sintomas, que
pueden incluir paralisis, perdida de
sensibilidad, dificultades para respirar,
problemas de control de vejiga y del in-
testino, entre otros. El tratamiento y la
rehabilitacion pueden ser complejos y
requieren un enfoque multidisciplinario
para ayudar a los pacientes a recuperar
la mayor funcion y calidad de vida posi-
ble (Pelletier, 2023).

La rehabilitacion fisica es fundamental
para ayudar a los pacientes a recuperar la
funcion después de la lesion medular, mejo-
rar y mantener el tono y fuerza muscular,
prevenir la espasticidad, conservar la den-
sidad 6sea y mantener el buen estado de las
articulaciones (Pelletier, 2023). No obstan-
te, sus efectos funcionales son limitados.

Los tratamientos farmacolégicos son de
uso paliativo para controlar las repercu-
siones después de la lesion como el dolor,
prevenir o tratar complicaciones como la
espasticidad muscular, infecciones del

tracto urinario, problemas cardiacos,
respiratorios, por mencionar algunas.

Es importante destacar que no existe tra-
tamiento para la LTME y esto se debe a
la baja capacidad de regeneracion y recu-
peracion del tejido nervioso medular y a
una serie de eventos fisiopatologicos que
ocurren de manera secundaria ala LTME
que generan un microambiente que inhi-
be la regeneracion nerviosa e incremen-
tan el dafo inicial (Ahuja, 2017), (Chen,
2024), por lo que mientras mas tiempo
pase después de una lesion medular hay
menos posibilidad de que se tengan efec-
tos positivos. Debido a lo anterior, se re-
quiere de un enfoque multidisciplinario
para brindar nuevas estrategias terapéu-
ticas que permitan restablecer las funcio-
nes perdidas.

Dentro de las estrategias para recuperar
las funciones perdidas post lesion se in-
cluyen el uso de andamios y/o implantes
poliméricos para guiar el recrecimiento
axonal y favorecer la conectividad nervio-
sa (Zhang, 2019). Los andamios y/o im-
plantes para el tratamiento en LTME ha
estado evolucionando rapidamente y des-
pués de muchos afios de investigacién se
ha determinado que la biocompatibilidad,
la baja toxicidad y la degradacion juegan
un papel importante (Chen, 2024).

La sintesis de materiales poliméricos se
realiza frecuentemente utilizando mé-
todos quimicos o electroquimicos oxida-
tivos. Sin embargo, los polimeros obte-
nidos de esta manera deben purificarse
cuidadosamente antes de aplicarlos en
sistemas vivos, porque las impurezas y
la contaminacion con disolventes y reac-
tivos cataliticos atrapados entre las ca-
denas poliméricas pueden tener efectos
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Figura 1. Diagrama de reactor de polimerizacién por plasma.

colaterales toxicos, como aumento de la
respuesta inflamatoria y degenerativa.

El uso de la polimerizacion por plasma
como agente para generar iones, electro-
nes, fotones y moléculas en estado elec-
tronico excitado es una alternativa para
promover la propagacion de reacciones
de polimerizacién sin contaminantes, en
lugar de reactivos cataliticos, ya que en
esta accion solo participan las moléculas
de las que estara formado el polimero
“monémeros de partida” (Cruz, 1999).
Como todas las especies quimicas impli-
cadas en este tipo de proceso se derivan
de las mismas moléculas del monémero,
se evita la contaminacion con otras sus-
tancias y la posible respuesta inflama-
toria en la zona en la que se coloque el
implante (Olayo, 2008).

El uso de biomateriales sintetizados por
plasma, como el Polipirrol/Iodo (PPy/I),
se esta convirtiendo en una alternativa
atractiva debido a sus propiedades fisico-
quimicas, como la presencia de un gran
numero de grupos amina, nitrilo y diver-
sos enlaces con carbono en su estructura
(Kumar, 2003; Serratos, 2019) y por su
conductividad . Este articulo analizara los

efectos del PPy/I sobre la recuperacion lo-
comotora en varios modelos de LTME.

2. Sintesis del PPy/I

El1 PPy/I utilizado para preparar los implan-
tes fue sintetizado por el método de polime-
rizacion por plasma en un reactor tubular
de vidrio de 9 cm de didmetro externo y 30
cm de largo (Figura 1). El reactor tiene bri-
das de acero en los extremos con tres puer-
tos de acceso en cada brida. A una de las
bridas se conect6 una bomba mecanica de
vacio, un medidor de presion y una trampa
para particulas enfriada con nitrégeno li-
quido para atrapar pasando a forma liquida
los gases indeseables que salen del reactor
de polimerizaciéon impidiendo que salgan al
ambiente. En la otra brida se introdujo el
monomero de Pirrol y el dopante iodo. En el
centro de cada brida se insert6 una varilla
de acero inoxidable que sirve como soporte
para un electrodo metalico plano de 7 cm de
diametro. Uno de los electrodos se conecta a
tierra y el otro a una sefial de radiofrecuen-
cia de 13.5 MHz de un generador de poten-
cia Advanced Energy RFX-600. La presion
en el reactor se mantuvo en el intervalo de
10"t mbar con tiempo de sintesis de 240 min
y potencia de 30W. En estas condiciones,
se iniciaron descargas eléctricas con el aire
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Figura 2. a) Reactor con peliculas delgadas de PPy /I adheridas a sus paredes internas,
b) peliculas y polvo obtenido del raspado del reactor.

residual y posteriormente se introdujo el
pirrol (Aldrich) y yodo (Aldrich) formando
un plasma de ambos componentes. No se
usaron gases portadores u otros reactivos
quimicos durante la sintesis. Ambos, mono-
mero y dopante se vaporizaron y entraron
al reactor a través de puertos separados
y se mezclaron en su interior. Las descar-
gas promovieron simultdneamente la poli-
merizacion y dopaje produciendo peliculas
delgadas de PPy/I adheridas a las paredes
internas del reactor (Figura 2a).

El polimero se separ6 de la superficie in-
terna del reactor raspandolo con una es-

100pm URM-T

patula delgada, y se obtuvo un polvo y
peliculas de diversas morfologias (Figura
2b). Posteriormente el PPy/I fue molido
en un mortero de agata hasta obtener un
polvo fino de mesoparticulas (particulas
con una distribucién de tamafio entre 100-
1000 nm). El polimero se caracterizé por
las técnicas estandares para polimeros. La
Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
se realiz6 en un microscopio electrénico de
Barrido Jeol JMS 5900LV, en la que se
observan mesoparticulas de diferente ta-
marfio y geometria con una distribucion de
tamano de (0.006-25.9) ym con un tamafo
promedio de 4.2 pm.

lpm  URM-I

Figura 3. Polvo de mesoparticulas de PPy /1. Imdgenes obtenidas
por microscopia electronica de barrido a diferentes aumentos a) 40X, b)5000X.
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3. Fabricacion de los implantes
Para la fabricaron del implante se disena-
ron dos propuestas.

1. Pastilla. Después de obtener el polvo
de PPy/I, este se colocé en un dado y
se le aplic6 una presién de 3 toneladas
por 5 min para compactar el polvo y
asi obtener una pastilla la cual poste-
riormente se utilizé6 como implante en
LTME en modelos de secciéon completa
de la médula espinal (Figura 4a).

2. Suspension. Se suspendieron 5 mg
de mesoparticulas de PPy/I en 1 mL
de solucion de cloruro de sodio al 0.9%
(solucién salina) para posteriormente
inyectar en el sitio de lesion 30 uL de
la suspension en modelos de LTME por

contusion moderada (Figura 4b).
S— —

f?‘ﬁ,i-f ”--
Figura 4. a) Pastilla de PPy/I,
b) Suspension de PPy /I en NaCl al 9%
a una concentracion de 5 mg/mL.

4. Procedimientos quirurgicos

y colocacion del implante

Los experimentos en animales del presen-
te trabajo se llevaron a cabo de acuerdo
con lo establecido por la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especifi-
caciones técnicas para la produccion, cui-
dado y uso de los animales de laboratorio
y la por la Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio.

Anestesia. Antes de cada procedimiento
quirdrgico, los animales se anestesiaron

via intramuscular con una mezcla de ke-
tamina (77.5mg/kg de peso corporal) e hi-
drocloruro de xilacina (12.5 mg/kg de peso
corporal).

Laminectomia. Una vez anestesiados
los animales y en condiciones de asepsia y
antisepsia, se realizé una incision longitu-
dinal sobre la piel en la zona media de la
espalda, se diseco el tejido conectivo y los
musculos paravertebrales para dejar ex-
puestas las apofisis espinosas de los nive-
les toracicos 8,9 y 10 (T8, T9 y T10). Con
una gubia se extirpo la apdfisis espinosa
T9 y parte de T8, y con unas pinzas finas
se retiraron cuidadosamente las lamini-
llas toracicas dejando expuesto el tejido de
la médula espinal

Seccion completa de 1a médula espi-
nal (SCME). Se localiz6 la arteria dorsal
y con un bisturi del namero 11 se realizé
una incision longitudinal en las meninges
de aproximadamente 5mm de largo. Pos-
teriormente con unas tijeras de microciru-
gia se hizo un corte transversal completo
de la médula espinal, comenzando por los
cordones posteriores, bajando hasta llegar
a los cordones anteriores y finalmente cor-
tando los cordones laterales. Con un gan-
cho microquirirgico se verificé que ningiin
axon hubiera quedado conectado.

Contusion moderada de la médula
espinal (CMME). Con un equipo New
York University Spinal Cord Impactor
(NYU impactor). La lesion se produjo de-
jando caer un cilindro metalico de 10 g de
peso a una altura de 25 mm (25 g/cm), di-
rectamente sobre la médula espinal. Por
medio del software del equipo New York
impactor se pudo conocer la altura, velo-
cidad, tiempo y deformacién de la médula
espinal al momento del impacto; sélo los
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Figura 5. Evaluacion de la recuperacion motora en la escala BBB de animales
con lesion completa de la médula espinal. Control: animales lesionados sin tratamientoy PPy /I:
animales lesionados con implante de polipirrol /iodo. Resultados expresados como medias *ee.
ANOVA de medidas repetidas seguida de la prueba de Dunnett (p=0.036).
Donde el asterisco (*) implica diferencias estadisticas significativas entre los animales
con el tratamiento con PPy /1 y los animales de control.

animales lesionados con un error menor o
igual al 5% fueron incluidos en el estudio
para hacerlo altamente reproducible.

5. Evaluacién funcional.

La recuperacion funcional del tren poste-
rior de los animales se evalué por medio
de la escala Basso, Beattie y Bresnahan o
BBB (Basso, 1995), la cual evalia la fun-
cion motora en base en el movimiento de
las articulaciones de la cadera, rodilla y
tobillo de cada pata. La escala consta de
22 puntos de recuperacion motora, donde
0 representa la ausencia de movimiento y
21 una marcha normal

La prueba se aplicé durante cinco minutos
en un campo abierto por dos observadores
que desconocian el tratamiento que recibi6
cada animal. La primera evaluacion se rea-
liz6 24 h después de la lesion con el objetivo
de corroborar la paralisis de las patas tra-
seras de los animales incluidos en el estu-
dio y posteriormente una vez por semana
durante 8 0 9 semanas. Al final del estudio
se realiz6 un analisis estadistico con los da-
tos obtenidos de las evaluaciones en los que

se utiliz6 una ANOVA de medidas repeti-
das seguida por la prueba de Dunnett.

En un primer experimento, se estudio el
efecto de los implantes de PPy/I en anima-
les con SCME. El implante en forma de
pastilla se aplicé inmediatamente después
de la lesion y se evalud la recuperacion lo-
comotora por un periodo de 8 semanas (F'i-
gura 5). En la grafica se puede observar
que los animales de control (lesionados sin
tratamiento) presentaron un puntaje de re-
cuperacion de 3, es decir, mostraron movi-
miento amplio de 2 articulaciones durante
el desplazamiento, sin embargo, arrastran
las patas traseras y son incapaces de sopor-
tar su peso corporal y de dar pasos. Los ani-
males que recibieron el implante de PPy/I
alcanzaron un puntaje de recuperacion de
5, esto es, movimiento limitado de dos arti-
culaciones y amplio de la tercera y no fue-
ron capaces de soportar su peso corporal y
dar pasos. En este puntaje, el movimiento
se presenta en las tres articulaciones a eva-
luar, mostrando una mejoria en compara-
cion con los animales de control, observan-
dose una diferencia estadistica (p=0.038).
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Figura 6. Caminadora comercial con adaptacion de carriles.

Un segundo experimento examiné cémo
los implantes de PPy/I afectaban a los ani-
males con CMME. El implante se coloc6 48
horas después de la lesion para permitir la
reduccion del edema causado por la lesiéon
y evaluar el inicio de una ventana terapéu-
tica, es decir, comenzar a dar tiempo para
la aplicacién del tratamiento y determinar
hasta qué momento después de la lesion el
PPy/I continda teniendo un efecto positivo.

Es importante tener en cuenta que la reha-
bilitacion fisica es la tnica estrategia tera-
péutica disponible en el ambito clinico des-
pués de una LTME. Una de las terapias con
mayor uso en el drea clinica es la rehabilita-
cion fisica a través de una caminadora. Ade-
mas de retrasar el tiempo de aplicacion del
tratamiento con PPy/I, este estudio también
incluy6 rehabilitacion fisica. Esta se realizo
mediante una caminadora comercial mode-
lo Pawwws Pet Treadmill 42 Inch a la cual
se le adaptaron varios carriles (Figura 6).

La rehabilitacion se realiz6 en posicion
cuadripeda y sin ayuda de soporte del peso

corporal. La terapia inicio a partir a partir
del sexto dia después de la LTME, veinte
minutos diarios, cinco dias a la semana
por un periodo de 8 semanas. La velocidad
de la caminadora se mantuvo en un rango
entre 13.9 a 16.7 cm/s.

Al evaluar la recuperacion locomotora (Fi-
gura 7) se observo que los animales de con-
trol presentaron un valor de recuperacién
9 que implica movimiento amplio de las 3
articulaciones con soporte del peso corporal
en estado de reposo y pasos frecuentes sin
apoyo plantar. Los animales que recibieron
PPy/1 tuvieron un puntaje de 11, esto es,
pasos frecuentes o constantes con soporte
plantar y que no hubo coordinacién entre
las patas traseras y las delanteras. Estos
hallazgos demuestran que el PPy/I mejora
la locomociéon en LTME por CMME y que
el tratamiento persiste incluso 48 horas
después de la lesion, observandose una di-
ferencia estadistica (p=0.036).

Se observé un efecto sinérgico en la recu-
peracion locomotora cuando ambos grupos
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Figura 7. Evaluacion de la recuperacién motora en la escala BBB de animales con lesién
por contusion moderada de la médula espinal. Control: animales lesionados sin tratamiento,
PPy /I: animales lesionados con implante de polipirrol /iodo, RF': animales lesionados a los que
se aplico rehabilitacion fisica y PPy [I+RF: animales con implante de PPy /1 y ademds se le aplicé
rehabilitacion fisica. Resultados expresados como medias tee.. ANOVA de medidas repetidas
seguida de la prueba de Dunnett (p=0.036). Donde el asterisco (*) implica diferencias estadisticas
significativas entre los animales con el tratamiento con PPy /I y los animales de control.

experimentales recibieron rehabilitacion
fisica (RF) por medio de una caminado-
ra. Los animales de control que recibieron
terapia fisica obtuvieron un puntaje de
13.5. Los animales fueron capaces de rea-
lizar pasos frecuentes con soporte del peso
plantar y mostraron coordinacién entre
las patas traseras y las patas delanteras.
Los animales que recibieron tratamien-
to con PPy/lI y RF obtuvieron un punta-
je de 16, lo que significa que ademas de
mostrar pasos plantares y coordinacion de
las patas delanteras con las patas trase-
ras, comenzaron a alinear sus patas con
el cuerpo y a abrir los dedos de las patas
traseras, lo que les permitié6 mantener un
mejor equilibrio durante la marcha.

6. Integracion del material
al tejido nervioso
Al finalizar la evaluacion funcional se le

realizo eutanasia a los animales por medio
de perfusion via intracardiaca y se extrajo
el tejido medular que contenia la lesion.
Posteriormente se proceso el tejido, se rea-
lizaron cortes longitudinales y se les reali-
zo una tincién para evaluar la integracion
del PPy/I al tejido medular (técnica hema-
toxilina y eosina de Harrys). En la figura
8 se observan imagenes obtenidas en un
microscopio de luz y digitalizadas en una
computadora equipada con el software IM
500 y una camara digital CCD-IRIS Sony.

La Figura 8a muestra una destruccion
significativa de la citoarquitectura del te-
jido y una gran cantidad de quistes que
indican la pérdida de tejido nervioso en
un animal de control con SCME. Se ob-
serva la integracion del PPy/I al tejido
medular después de una SCME (Figura
8b), donde se evidencia una menor des-



102 Contactos, Revista de Educacién en Ciencias e Ingenieria, Ntumero Especial, 50 Aniversario, No. 139

imm

Figura 8. Fotomicrografias representativas de cortes longitudinales de la médula espinal
de ratas que muestran la zona del epicentro de una lesion tefiidos con hematoxilina y eosina
de Harris. (8a) SCME, animales de control, (8b) SCME y tratados con PPy /I, (8c). CMME,

animales de control, (8d) CMME, tratados con PPy/I, (8¢) CMME, v RF, (8f) CMME
y tratados con PPy /I mds RF. Aumento 2X.

truccion del tejido; lo cual es comparable
a la respuesta locomotora.

En comparacién con los animales que fueron
sometidos a una SCME, los animales afectados
por CMME experimentan una menor destruc-
cién del tejido nervioso. Esto se debe al modelo
de lesion que es menos agresivo y permanecen
pocas vias conectadas después de la lesion.

Se observa mayor destruccion en los ani-
males de control con CMME (Figura 8c)

y de control con RF (Figura 8e). Los ani-
males que recibieron el tratamiento con
PPy/1 (Figura 8d) disminuyen la destruc-
cion al tejido nervioso considerablemente,
los mismo sucede con los animales con im-
plante y que se les aplicé RF (Figura 8f).
Al igual que en el modelo de SCME, estos
resultados de CMME son equiparables con
la respuesta locomotora.

Las micrografias a aumento de 100X de
los cortes histolégicos 8d y 8f, que corres-

Figura 9. Micrografias que muestran la presencia de PPy /I en el tejido nervioso.
Tejido teriido con hematoxilina y eosina de Harris. (9a) CMME, tratados con PPy /1
y (9b) CMME y tratados con PPy /I mds RF. Aumento 100X.
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ponden a animales con CMME y tratados
con PPy/I con (Figura 9a) y sin RF (Figura
9b), se muestran en la Figura 9. Se puede
observar que el PPy/I se integra de manera
positiva en el tejido de la médula espinal.
Esto podria indicar una buena biocompati-
bilidad con el sistema nervioso central.

7. Conclusiones

El implante de PPy/I tiene un efecto po-
sitivo en la recuperaciéon locomotora de
animales con SCME. Mientras que los
animales control apenas podian mostrar
movimiento en dos articulaciones y arras-
traban las patas traseras, aquellos que re-
cibieron el implante mostraron movimien-
to en las tres articulaciones evaluadas, lo
que indica una mejora significativa en su
capacidad de movimiento. Este resultado
sugiere que el implante podria ser una op-
cién prometedora para mejorar la funcién
locomotora en lesiones por seccién comple-
ta, la cual es el tipo de lesion méas agresiva
y con menos posibilidad de recuperacion.

E1 PPy/I demostr6 que mejora la movilidad
en LTME por CMME y que el tratamiento
tiene efectos positivos incluso aplicandolo
48 horas después de la lesion. Esto es de
gran relevancia puesto que en el area clini-
ca ningun tratamiento puede ser aplicado
inmediatamente después de la LTME.

El efecto del PPy aumenta significativa-
mente cuando se combina con RF. Segun
estos hallazgos, se continuara trabajando
para ampliar la ventana terapéutica y uti-
lizar otras estrategias terapéuticas para
mejorar los efectos beneficiosos del PPy/I.
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