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1. Resumen

Se ha establecido que en el tratamiento de lesiones de médula espinal (LME), las terapias combinadas seran la base
para una recuperacion significativa. Una de las terapias mas documentadas para estas lesiones son los implantes
celulares en sus maltiples variantes. En general, los estudios sobre implantes con recuperaciones funcionales signifi-
cativas son muy pocos. Los estudios sobre implantes sintéticos con estas caracteristicas también son muy escasos.

En este trabajo se presenta un analisis de algunos de los parametros que influyen en la recuperacién funcional de
ratas expuestas a LME por seccién completa e implantadas con polimeros obtenidos por plasma. Se discuten las
muestras histoldgicas de médula espinal tefiidas con la técnica de Eosina/Hematoxilina obtenidas después de 8 sema-
nas de la lesion y su correlacién con la prueba de funcionalidad determinada por la escala BBB. También se discuten
variables del material que afectan los resultados asi como el significado y reproducibilidad de los datos.

2. Introduccioén

La lesion de médula espinal (LME) es un problema de salud publica que afecta principalmente a
la poblacion econémicamente activa. Se estima que la incidencia anual de dafio a la médula espi-
nal es en la poblacion de EE. UU aproximadamente de 11,000 casos al afio, sin incluir aquellos
gue mueren en el accidente [1]. Actualmente no se cuenta con una estrategia terapéutica efectiva
para reestablecer la funcidn neuroldgica normal después de la LME, esto se debe a la compleji-
dad para regular los mecanismos de dafio secundario, asi como la baja capacidad de regeneracién
espontanea de las células neuronales [2, 3]. Durante varios afios se ha intentado establecer el
posible efecto benéfico de los implantes en el tejido nervioso después de una LME con el fin de
promover una posible recuperacién funcional. En estudios experimentales de LME, se ha incre-
mentado el uso de roedores como modelo animal [3-4].

Los polimeros semiconductores sintetizados por plasma e implantados en ratas adultas con lesion
por seccién completa de médula espinal (LPSCME) favorecen la proteccion del tejido nervioso
adyacente a la lesion, asi como en la recuperacion funcional de los animales de forma significati-
va, al compararlos con animales lesionados pero sin implante [4]. En este trabajo se discuten dife-
rentes evoluciones analizadas por medio de histologias y respuesta funcional buscando correla-
ciones que permitan el planteamiento de nuevas hipétesis de funcionamiento.

3. Experimental
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3.1 Polimerizacion e Implante

Se sintetizaron polimeros de pirrol/lodo (PPy/l) y el copolimero pirrol/polietilenglicol (PPy/PEG)
por medio de polimerizacién por plasma. Para esto se utilizé realizé un reactor tubular de vidrio,
con los siguientes parametros: potencia 18W, radio frecuencia de 13.5MHz, presién 1.5x107
Torr, y temperatura 365K, el tiempo total de reaccion fue de 300min. Las peliculas obtenidas se
molieron y se compactaron para formar una pastilla (0.1cm de espesor) que se usé como implante
en la LTME. Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Long Evans, entre 12—14 semanas de
edad con peso corporal de entre 230-250g. Los animales fueron anestesiados y sometidos a un
modelo de seccion completa de la médula espinal utilizando tijeras de microcirugia y corroboran-
do la desconexion completa con un gancho quirargico, al termino de la seccion, justo en el sitio
de lesion se introdujo en forma trasversal un trozo de polimero.

3.2 Evaluacion funcional

La evaluacion de la funcion motora de las extremidades posteriores de los animales se realizé por
medio de la escala BBB (Basso, Beattie y Bresnahan), la cual evalta la marcha tomando en con-
sideracion las articulaciones de la cadera, rodilla y tobillo a través de 22 grados de recuperacion
motora; donde el grado 0 representa la ausencia absoluta de movimiento y el grado 21 una mar-
cha normal.

3.3 Iméagenes Histoldgicas

Después de ocho semanas de la LPSC de la médula espinal los animales fueron perfundidos.
Primero se anestesiaron con ketamina e hidrocloruro de xilacina a dosis de 77.5y 12.5mg/Kg. de
peso corporal. Fueron perfundidos con formaldehido. Se retiro un segmento de la médula espinal
de 1cm de largo aproximadamente centrado en el epicentro de la LPSC. Las muestras fueron mi-
crotomadas para el analisis histolégico con la técnica de hematoxilina y eosina de Harris. Las
imagenes de los segmentos de médula espinal fueron adquiridas y digitalizadas con una cdmara
sony 300FX , software IM 1000, y microscopio Leica V.4.01.
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Fig 1. Evaluacion Funcional de los diferentes implantes.
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4. Resultados y discusiones

4.1 Evaluacion funcional

Se trabajo con varios lotes de sintesis y se observo como aun cuando el material tiene caracteris-
ticas similares, pequefias contaminaciones pueden alterar totalmente los resultados, asi se com-
probd cuando se tubo un lote con 1% de cloro que produjo malos resultados, el analisis elemental
nos ha mostrado consistencia en los lotes siguientes, pero se ha visto la influencia de la presion
con la que se compacta la pastilla, tiene una influencia negativa. En la Fig. 1 se presenta los re-
sultados de las evaluaciones funcionales de un lote con baja compresién y sin contaminacion,
como se puede ver el PPy/l da mejores resultados sin embargo de los resultados se puede ver que
nuestros controles pueden tener cierta conexién aun cuando se trata de evitarlo en la cirugia. El
analisis de las histologias nos debe dar mayor informacidn para interpretar estos resultados.

4.2 Estudios Histoldgicos

La Fig. 2 muestra las fotografias de tres cortes tefiidos, para ratas diferentes, en esta secuencia es
claro que la disgregacion de la pastilla permite un mayor crecimiento del tejido y por lo tanto
tiene una mejor respuesta en la evaluacion funcional, a partir de experimentos como este se ha
cambiado la forma de presionar las pastillas manteniendo un seguimiento cuantitativo de la pre-
sion que se les aplica y su resultado en el implante. Las fotografias tienen la misma amplificacion
y en la Figura 2a se puede ver que el material no se integra y a su alrededor se forman espacios
que no permiten el crecimiento del tejido, en la Figura 2b la integracién es mayor y finalmente en
la Figura 2c las fracciones del polimero son pequefias y el tejido a su alrededor no alcanza a man-
tener la cohesion en el momento del corte y se pierde material.

(a) (b) (©)

Fig.2 Cortes histologicos para implantes de PPy, con evaluaciones BBB a las 8 semanas de (a) 2, (b) 4 (c) 5

En la Figura 3 se ven medulas completas implantadas con PPy/PEG, en este caso la integracion
es bastante buena pero la funcionalidad es mas baja que con los otros dos polimeros. Las evalua-
ciones funcionales fueron: (a) 3, (b) 2, y (c) 1. Se puede apreciar que en el caso de (c) hay espa-
cios vacios, estos pueden deberse a la baja integracion del polimero que se pierde en el proceso
de corte con el microtomo, pero el espacio es lo suficientemente grande como para establecer
que no todo era polimero y en realidad se tiene formacion de quiste. En el caso (b) la integracion
es buena pero la evaluacion funcional es baja, lo cual se interpreto como que en el tejido regene-
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rado se tienen pocos axones funcionales, esto puede ser por que no estan protegidos o lo que se
tiene no es tejido nervioso.

(®) (b) (c)

Figura 3.Fotografias de medulas de animales implantados con PPY/PEG

La Figura 4 muestra microfotografias de médulas con implante de PPy/I, en estos casos la inte-
gracion es buena y en las ultimos dos casos se conserva una fraccion de polimero pequefia pero
su integracién es buena y la evaluacion también.

@ ®

Figura 4 Microfotografias de la medula de animales implantados con PPy/I, con evaluacion BBB a las 8 semanas de
@1, (b)4,(c)7
5. Conclusiones

La evaluacion funcional se puede correlacionar con las histologias, sin embargo se ve la necesi-
dad de tener estudios histologicos mas completos de preferencia tridimensionales y de ser posible
hacerlos en vivo para evitar la perdida del tejido en la zona donde el polimero esta integrado.
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