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Resumen

La lesion de médula espinal (LME) es un trastrono grave del Sistema Nervioso
Central (SNC) que provoca dafios en el tejido nervioso. A pesar de la amplia
investigacion en terapias para la lesion medular, aun no hay un tratamiento
efectivo para restaurar completamente la estructura y funcion del tejido
nervioso.

La ingenieria de tejidos (IT) mediante el uso de biomateriales ha permitido el
desarrollo de andamios poliméricos que sirven como base para el crecimiento
de diversos tejidos. Por lo tanto el objetivo del presente estudio fue proponer
un protocolo para evaluar el efecto de los grupos con andamios de poliacido
lactico (PLA) y polidcido lactico recubiertos con polipirrol dopado con yodo
(PLA+PPy/I) sintetizados por plasma, asi como grupo control, en una lesion de
médula espinal por seccion completa en fase aguda, en ratas, por medio de
imagenes de resonancia magnética, utilizando un escaner de 3 Teslas.

Se realizd un estudio experimental, donde se utilizaron 9 ratas de la cepa
Winstar (hembras), con peso de 250-300 g, divididas en 3 grupos: grupo
control, animales con lesion de médula espinal por seccidon completa (sin
andamios), grupo PLA, animales con lesion de médula espinal mas andamio de
PLA, y grupo PLA+PPy/l, animales con lesion de médula espinal mas andamio de
PLA+PPy/I. Se adquirieron imagenes por resonancia magnética con escaner de
3T antes de la lesion, una semana y cuatro semanas después de la lesion. Los
valores de Fraccidon de Anisotropia (FA), difusividad media (MD), difusién radial
(RD) y difusion axial (AD) asi como tractografia se obtuvieron por
postprocesamiento en el software DSI Studio. Los valores del analisis
volumétrico de médula espinal se obtuvieron por postprocesamiento en el
software 3D Slicer. El analisis de espectrocopia por resonancia magnética se
analizé en la consola del equipo de 3T, cuatro semanas después de la lesion.
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Semanalmente, con dos evaluadores en ciego,durante 8 semanas, se midio la
recuperacion de la funcion locomotora, de los sujetos de experimentacién, bajo
la escala de evaluacion Basso, Beattie y Bresnahan (BBB).

Los indices de difusion cambiaron para los tres grupos bajo estudio, sin
embargo, el grupo con andamio de PLA+PPy/l mostré cambios debido
posiblemente a una reeestructuracion del tejido a través del implante.
Tractografia y analisis volumétrico, confirmaron mayor integridad de la
arquitectura en los tractos de materia blanca y mayor volumen en médula
espinal en sujetos con éste andamio. Estudio espectroscdpico, asi como la
relacion (ratios) entre los diferentes metabolitos demostraron informacion
relevante sobre una posible regeneracion neuronal y niveles bajos de edema
en sujeto del grupo con andamio de PLA+PPy/| respecto a sujetos del grupo
control y grupo con andamio de PLA. Finalmente, la evaluacion funcional
demostrd que el grupo con andamio de PLA+PPy/I obtuvo una recuperacion
mayor, donde los sujetos mostraron pasos plantares frecuentes con soporte de
peso y coordinacion ocasional entre extremidades anteriores y posteriores.

El protocolo utilizado en ésta prueba de viabilidad demostré que es posible
establecer el efecto de los andamios implantados en el epicentro de la lesion
de médula espinal, en ratas, en fase aguda, a través de imagenes de resonancia
magnética utilizando escaner de 3 Teslas. Ademas se comprobd que andamio
de PLA+PPy/I, es una estrategia prometedora para el tratamiento de lesion de
meédula espinal en un modelo de lesidon por seccion completa, en fase aguda.
Adicionalmente cabe mencionar que este trabajo es el primer estudio en el que
se utilizan andamios en un modelo de lesién de médula espinal por seccién
completa, asi como también esta investigacién es punto de partida para seguir
implementando la técnica de espectroscopia por resonancia magnética (ERM)
en estudios posteriores de LME.
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Introduccion

La lesidon de médula espinal (LME) es un trastorno del Sistema Nervioso Central
(SNC) que ocasiona una pérdida de funciones motoras, sensoriales vy
autondmicas por debajo de la zona afectada. Después de una LME se
desencadenan una gran serie de eventos fisiopatologicos en el epicentro de la
lesion, por mencionar algunos: inflamacion, edema, desmielinizacion, muerte
celular, hemorragia y formacién de una cicatriz glial. Todos estos procesos
afectan la regeneracion axonal en el sitio de la lesion. Los principales
tratamientos para la LME incluyen cirugia, uso de farmacos y rehabilitacion, los
cuales tienen muchas limitaciones pues solo han demostrado mejorar la
funcién neuroldgica hasta cierto punto.

La ingenieria de tejidos (IT) se encarga de reparar o regenerar tejido lesionado,
con la ayuda de células o biomateriales implantados en la zona lesionada para
asi poder lograr nuevamente una regeneracion en el sitio de la lesion. Los
biomateriales se pueden utilizar en forma de andamios para proporcionar una
estructura que ofrezca a las células dafiadas un soporte que facilite la adhesion,
crecimiento y diferenciacion celular.

El polipirrol dopado con yodo (PPy/l) sintetizado por plasma es un material
biocompatible que ha sido utilizado como implante en forma de particulas y
como pastilla en modelos animales con lesion de médula espinal. Estos estudios
han demostrado que el implante de PPy/I sintetizado por plasma da como
resultado una recuperacién motora en modelos animales con LME,
neuroproteccion en el sitio de lesion, reduce la inflamacion y los efectos de |a
lesion. Aunque el modelo por contusion modela mejor las lesiones reportadas
a nivel clinico, el modelo de lesion por seccion completa altera completamente
la continuidad del tejido y los cambios después de implantar biomateriales en
el sitio de lesion se podran establecer de forma mas clara al diferenciar entre
regeneracion nerviosa debido al implante y no debido a la presencia de axones
libres en el sitio de lesion.
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En el presente estudio se muestra una estrategia para la LME mediante el uso
de andamios de PLA y PLA+PPy/l; en estudio previo del grupo de investigacién
de IT de la UAM-I se ha demostrado en estudio in vitro que éstos andamios
poseen las propiedades tanto fisicoquimicas y mecanicas adecuadas para el
crecimiento de células neuronales, los cuales podrian funcionar como soporte
en el proceso de reparacion y regeneracion de tejido neuronal. Por lo cual es
importante hacer uso de estos implantes ahora en un modelo in vivo y analizar
el efecto de dichos implantes en el sitio de la lesion.

Por otro lado, las imagenes por resonancia magnética (IRM) son una
herramienta que permiten de manera no invasiva tener una valoracion
anatdmica de diversos tejidos y drganos del cuerpo humano. Teniendo técnicas
avanzadas por resonancia magnética como las imagenes por tensor de difusién
(DTI) y la espectroscopia por resonancia magnética (ERM) capaces de mostrar
la magnitud y direccion de las moléculas de agua, asi como la posibilidad de
proporcionar una valoracién bioquimica y metabdlica en diversos tejidos. Con
ayuda de éstas herrramientas se logrd evaluar la zona lesionada de la médula
espinal, in vivo, de forma no invasiva, a todos los sujetos experimentales.

El contenido del presente estudio se desarrolla de la manera siguiente: en
capitulo 1, se expone el marco tedrico con la informacidon necesaria para
comprender el tema, en capitulo 2, 3 y 4; se plantea la justificacién para la
realizacion de este trabajo, hipdtesis y objetivos. Posteriormente en capitulo 5
se muestra la metodologia utilizada para llegar a los resultados y discusiones
gue se encuentran en capitulo 6. Para concluir se presenta las conclusiones y
perspectivas en capitulos 7 y 8 respectivamente, en capitulo 9 se encuentra la
bibliografia, para asi finalmente terminar con un anexo.
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1. Marco tedrico

El Sistema Nervioso (SN) es una estructura compleja de mecanismos de control
presente en el cuerpo humano, el cual desempefia 3 funciones principales:
funcidn sensitiva, integradora y motora. Se divide en Sistema Nervioso Central
(SNC) formado por meédula espinal, bulbo raquideo y encéfalo, y Sistema
Nervioso Periférico (SNP) (1,2).

El SNC esta constituido por dos tipos de células: neuronas y neuroglia (o
simplemente glia). Las neuronas son la unidad funcional del tejido nervioso, las
cuales al ser excitables son capaces de recibir, procesar y transmitir informacién
a través de sefiales quimicas y eléctricas. Una neurona tiene una estructura
formada por: a) Soma: cuerpo de la neurona, redondeado, dentro de él se
encuentra el nucleo celular, zona donde se ordenan y coordinan todas las
funciones de la célula. b) Dendritas: prolongaciones gruesas e irregulares que
salen del soma, y las cuales son areas receptoras de sefiales provenientes de
otras neuronas. c) Axon: prolongacién que se origina del somay lleva las sefiales
nerviosas de una neurona a la siguiente (1). Figura 1.1

Encéfalo

< | Neuronas de
segundo orden

Figura 1.1 Estructura de una neurona grande perteneciente al encéfalo (1).

La sinapsis es la zona de contacto de la terminal de un axén (membrana
presindptica) con la membrana de otra célula (membrana postsindptica). A
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través de la sinapsis la informacion que conduce el axdn de una neurona se
transmite a otra, y ésta responde generando mas informacion (excitandose) o
menos (inhibiéndose). Las sinapsis mas numerosas son las quimicas (contienen
neurotransmisores), pero también pueden ser eléctricas, lo que significa que el
paso de la informacién de una célula a otra se realiza por sinapsis cuyas
membranas presinaptica y postsinaptica se han fusionado dando lugar a puntos
de baja resistencia eléctrica, y no necesitan neurotransmisor (1,3).

Por otro lado, la neuroglia, son células que desempefian varias funciones: sirven
de soporte a las neuronas, en lesiones reparan el area lesionada al regular la
composicion idnica y quimica del medio extracelular, defensa inmunitaria,
fagocitacion de elementos dafiinos para las neuronas, metabolismo neuronal y
mielinizacién de los axones. Entre las mas importantes se encuentran los
oligodendrocitos (células aislantes) que en SNC son capaces de recubrir de
mielina a los axones, mientras que en SNP las responsables de la mielinizacion
son las células de Schwann (2). EI SNC consiste en el cerebro que se encuentra
dentro del craneoy la médula espinal que se extiende por el conducto vertebral
hasta las vértebras lumbares. El cerebro es la parte principal del SN. Mientras
que la médula espinal desempefia funciones como conducto para muchas vias
nerviosas que vany vienen del encéfalo, y como parte integradora para muchas
actividades nerviosas subconscientes.

1.1. Anatomiay funcion de la médula espinal

La médula espinal estd compuesta por areas de sustancia gris y areas de
sustancia blanca. En corte transversal puede observarse una zona de sustancia
gris, en forma de “H” o mariposa en el centro, que tiene los cuerpos de las
neuronas medulares, ésta se subdivide en regiones conocidas como astas
(anteriores y posteriores). Entre las cuatro astas, quedan limitadas cuatro
porciones de sustancia blanca llamadas columnas o cordones medulares
(columnas: anterior, posterior y laterales) por donde van las fibras que suben a
tramos superiores y las que bajan a tramos inferiores. En el centro de la
sustancia gris se encuentra el conducto epéndimo, por el cual circula el liquido
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cefalorraquideo (3). La sustancia gris de la médula espinal puede ser dividida en
2 componentes: motor y sensitivo. La parte motora comprende a las columnas
anterior y lateral y da origen a las raices anteriores. Contiene la 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
autonomo, toraxico y lumbosacro las cuales abandonan la medula espinal con
las raices anteriores (2). Figura 1.2
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Figura 1.2 Corte transversal de las principales vias largas de fibras nerviosas de la médula
espinal (2).

Estd rodeada por 3 membranas: duramadre, aracnoidesy la piamadre, lamadas
en conjunto meninges. La duramadre es la membrana mas externa, es una
cubierta tubular fibrosa y resistente. El espacio epidural separa a la duramadre
de la columna vertebral y 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 (2).
Figura 1.3
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Figura 1.3 Estructura de la médula espinal (2).

1.2. Epidemiologia y Fisiopatologia de la Lesion de Médula Espinal

La Lesién de Médula Espinal (LME) es un trastorno del Sistema Nervioso Central
(SNC) que ocasiona una pérdida de diferentes funciones nerviosas tanto
motoras, sensitivas y autondmicas por debajo de la zona afectada.

El sitio de la lesion puede ocurrir en cualquier parte de la columna vertebral, sin
embargo, las lesiones se localizan en gran medida en dos regiones anatdmicas
importantes: zona cervical (C5-C7) y zona toracica (T9-T10). Lesiones en las
cervicales son las mas frecuentes provocando tetraplejia, mientras que las que
ocurren en zona toracica resultan en algun grado de paraplejia. Si bien el nivel
anatdomico de la lesidon determina que regiones del cuerpo se ven afectadas, la
integridad de la LME determinara la gravedad de pérdida de las funciones
nerviosas. En una lesion completa, la médula espinal se corta en dos secciones
distintas separando todos los tractos axonales ascendentes y descendentes,
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mientras que en lesién incompleta sdélo se separan algunos tractos axonales sin
la necesidad de dividir a la médula espinal en dos secciones distintas (4).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha considerado que la incidencia
mundial de lesion medular (LM) tanto traumaticas y no traumaticas se situé
entre 40y 80 casos por millon de habitantes, aunque hasta el momento el 90%
de las lesiones medulares han sido de origen traumatico como consecuencia de
accidentes de trafico, caidas de altura y actos violentos como heridas por arma
de fuego, etc (5). Estas lesiones representan un porcentaje muy importante de
discapacidad en México y en el mundo, de los adultos jovenes entre (15-29
afios) con discapacidad, las lesiones a causa de un traumatismo representan la
tercera razén con un 18.1%, y en adultos el porcentaje se incrementa a un
27.2% (6). Solo en México, en el afio 2007, se calculd que anualmente esta
lesién se presenta en 18.1 personas por millén de habitantes, siendo mas
frecuente en hombres con edad productiva entre 16 a 35 afios (7).

La fisiopatologia de una LME implica la activacion de diversos mecanismos
autodestructivos muy complejos en el sitio de la lesidon y que son importantes
analizar para poder establecer blancos terapéuticos eficaces.La LME puede
dividirse en tres etapas principales: etapa aguda (menor a 48 horas)después de
que se dio la lesién, subaguda (48 horas a 14 dias) y cronica (> 3 meses). En
etapa aguda/subaguda (dafio primario) los primeros eventos bioquimicos
observados son lesiones vasculares (hemorragias) que se presentan desde el
inicio de la lesion y dentro de las 2 horas posteriores al dafio, 6- 24 horas
después hay presencia de edema en sustancia blanca que rodea la lesidon y la
hemorragia se expande a tejido adyacente (8). Asi como también hay una
liberacién y sobreproduccion de radicales libres que causan que se oxiden mas
rapidamente las células nerviosas (estrés oxidativo) y excitotoxicidad que
generan una muerte neuronal primaria, a causa de la hiperactivacién del
neurotransmisor glutamato (9). Otros mecanismos que se presentan son
apoptosis y necrosis causada por los astrocitos y oligodendrocitos, lo que
resulta en degeneracidon walleriana y degeneracion axonal; ademas de estar
presente en todo momento la inflamacion, por Ultimo en esta etapa comienza
el proceso de la formacién de una cicatriz glial debido a que los astrocitos se
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activan y empiezan a secretar proteoglicanos de sulfato de condroitina, los
cuales al empezar a formar la cicatriz van a impedir el crecimiento axonal y
reorganizacion sinaptica (10). Figura 1.4

Acute / Subacute Stage

Excitotoxicity, Hemorrhage, Oxidative stress, etc
Apoptosis / Necrosis

Reactive astrocytes Edema Forming Glial scar

Activated microglia
Chondroitin sulfate inflammatory celils

proteoglycans (CSPG)

Figura 1.4 Fisiopatologia alrededor del sitio de lesion en etapa aguda/subaguda.

Posteriormente en etapa crénica (dafio secundario) ya se ha generado una
cavidad “hueco” en el epicentro de la lesion que se encuentra rodeada de la
cicatriz glial completamente ya formada. Como se menciond anteriormente los
astrocitos son los encargados de formar esta cicatriz glial que impide la
regeneracion de los axones, por otro lado aln en esta etapa la inflamacion sigue
presente en el sitio de lesion (9,10).

La desmielinizacién de los axones y la proliferacién de estas células gliales
forman un microambiente que no es propicio para la regeneracidn nerviosa,
por lo cual la formaciéon de esta cicatriz glial se considera como la principal causa
de que los axones que se encuentran en el area lesionada no puedan crecer
nuevamente (11). Ademas, la formacion de esta cicatriz alrededor de la lesion;
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tanto aislay protege al tejido dafiado, pero también obstaculiza la regeneracion
nerviosa (12). Figura 1.5
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Figura 1.5 Fisiopatologia alrededor del sitio de lesion en etapa cronica.

1.3. Estrategias terapéuticas en lesion de médula espinal

Actualmente no hay alguna estrategia terapéutica eficaz para la lesién de
meédula espinal (LME) debido a los diversos mecanismos fisiopatoldgicos que se
desencadenan tras la lesion, sin embargo, se han realizado varios
tratamientos/estrategias para poder detener estos dafios que afectan a las
personas que presentan este padecimiento, y asi poder ofrecerles una mejor
calidad y esperanza de vida.

Entre algunos de ellos se encuentran los tratamientos de soporte vy
estabilizacion espinal donde se logra descomprimir la médula espinal vy
estabilizar las vértebras, pero esto sélo ayuda a que se minimice el efecto de la
lesion ya que casi todos los individuos reciben metil-prednisolona como
antiinflamatorio (7). Este esteroide se ha propuesto debido a que inhibe la
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peroxidacion de lipidos y de citoquinas inflamatorias, pero de acuerdo con
estudios realizados tiene efectos muy limitados en los pacientes ya que no ha
demostrado alguna recuperacién neurolégica o funcional y ademas el uso de
una alta dosis de metil-prednisolona con lleva a diversos efectos adversos ya
que aumenta el riesgo de infecciones, neumonia severa, sepsis, asi como
hemorragia gastrointestinal etc. Debido a lo anterior recientemente ya no se
recomienda el uso de metil-prednisolona en la lesién de médula espinal (13)
(14). Ademas, en gangliésidos, como el monosialotetrahexosilgangliésido GM-
1 (Sygen) no se ha reportado alguna recuperacion motora o sensitiva en
pacientes que recibieron tanto baja y alta dosis de éste, por lo que los
tratamientos farmacolégicos aun no han podido demostrar que cambien de
forma significativa el prondstico neuroldgico de pacientes con LME (13,14).

Por otro lado, la minociclina, un antibidtico con efecto neuroprotector y
propiedades antiinflamatorias el cual es utilizado en diversas enfermedades
neurodegenerativas ha demostrado reduccion de la inflamacion en la zona de
lesién, con mejoria en la funcién motora en pacientes con LME en etapa aguda
y a nivel cervical, pero sin demostrar beneficios en un nivel toracico (15).

Riluzode, es un farmaco que ademas de tener un efecto neuroprotector,
previene la estimulacion de receptores de glutamato mediante el bloqueo de
los canales de sodio reduciendo asi la excitotoxicidad. Se han mostrado buenos
resultados del riluzode en enfermedades como Esclerosis lateral, Parkinson,
Huntington y Alzheimer.En estudios preclinicos se ha mostrado que este
tratamiento reduce la espasticidad, asi como promueve la preservacion
neuronal en ratas con lesion de médula espinal por hemiseccién a nivel cervical
(16). Pero en estudios clinicos sélo ha demostrado una mejora en el puntaje
motriz en pacientes con lesion incompleta a nivel cervical y no en pacientes con
una lesion a nivel tordcico (14).

Otras estrategias han sido las terapias de rehabilitacion mediante Ia
estimulacién eléctrica, tratando de mejorar la conductividad de la zona a través
de la reactivacion de los nervios, pero esta solo ayuda a los sujetos lesionados
a recuperar algunas funciones motoras, también sélo han ayudado a la
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disminucién de ciertas complicaciones medicas tales como trombosis venosa,
osteoporosis, fracturas de los huesos y fortalecimiento de extremidades. Por
otro lado, ejercicios del piso pélvico o la musculatura abdominal han sido
indicados en pacientes con lesiones medulares parciales y han demostrado una
alta mortalidad (17-19).

Por ultimo, ha surgido un interés en la ingenieria de tejidos (IT) la cual tiene
como objetivo reparar o regenerar tejido lesionado, reactivando las funciones,
implantando células o biomateriales en la zona de la lesién para asi lograr
nuevamente una comunicacion neuronal y regeneracion del tejido perdido.
Aunque no ha sido una tarea facil ya que el dispositivo de IT debe cumplir con
regenerar el tejido de acuerdo con su funcion, inhibir la respuesta inmune e
inhibir una cicatrizacion.

Se han probado materiales con la intencion de proveer estructuras donde las
células crezcan para unir los dos extremos de la médula espinal seccionados,
estimulando el crecimiento axonal o celular en combinacién con células del
propio cuerpoy otros con el fin de responder aimpulsos idnicos de las neuronas
(20-23).

Una de las estrategias que se lleva a cabo en ingenieria de tejidos es la
fabricacion de andamios (scaffolds) que funcionen como una matriz
extracelular (MEC) temporal que proporcione una estructura que ofrezca a
células dafiadas un soporte que facilite la regeneracién neural; permitiendo asi
el crecimiento y diferenciacién celular. Estos andamios ademas pueden actuar
como un vehiculo para entregar células, biomoléculas o nutrientes que
modifiquen favorablemente el microambiente lesionado (15). Ademas, deben
cumplir con diferentes caracteristicas como poseer una porosidad,
permeabilidad, topografia superficial adecuada, buena compatibilidad, asi
como su tasa de degradacion debe coordinarse con la tasa de regeneracién de
axones. Las diferentes consideraciones ya mencionadas anteriormente que se
deben seguir para la creacién de andamios (scaffolds) implantables y asi tratar
la LME, son importantes ya que permitirdn crear un microambiente permisivo
para la regeneracién axonal.
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1.4. Polimeros en aplicaciones biomédicas

Los biomateriales son materiales disefiados para que tengan la capacidad de
interactuar con sistemas bioldgicos y asi puedan ayudar a los procesos de
reparacion y regeneracion. Estos se han usado en diferentes aplicaciones
terapéuticas desde las aplicaciones en liberacion controlada de farmacos, asi
como también en la ingenieria de tejidos (24).

Los polimeros utilizados para la preparacion de biomateriales se dividen en dos
categorias: naturales y sintéticos o una combinacion de ellos. Los naturales son
polimerizados en seres vivos, como por ejemplo animales, plantas,
microorganismos u hongos y posteriormente aislados para su uso. Estos tienen
la ventaja de poseer una alta biocompatibilidad, una buena reaccion inmune,
funcionalidad y durabilidad. Sin embargo, tienen algunas limitaciones en su
aplicacion debido a su rdpida degradacién, incluyendo también su baja
propiedad mecanica y alto riesgo de contaminacion con especies microbianas
como bacterias y hongos. La sintesis a gran escala de polimeros naturales
también es otro objetivo dificil, asi como la personalizacion de sus propiedades
(25). Entre los principales polimeros naturales se encuentran el colageno,
queratina, almidon, celulosa, quitosano, acido hialurdnico, alginato etc.

Por otro lado, los polimeros sintéticos son materiales mas versatiles, muchos
de ellos son biodegradables ya que pueden descomponerse a medida que
avanza la regeneracion del tejido. Algunas de sus aplicaciones se encuentran en
lentes de contacto, materiales odontoldgicos, vehiculos farmacéuticos o como
sustratos para ingenieria de tejidos (26). Ademas, tienen mejores propiedades
mecanicas en comparacion con los polimeros naturales (27). Por mencionar
algunos polimeros sintéticos tenemos al polidcido-lactico (PLA), alcohol
polivinilico (PVA), policaprolactona (PCL) y 4cido polilactico-co-glicélico (PLGA),
estos son los mas estudiados debido a su potencial en aplicaciones biomédicas.
Los polimeros naturales y sintéticos se pueden preparar de diferentes formas:
peliculas, andamios 3D, hidrogeles e implantes impresos en 3D (28-32).
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El PLA es uno de los polimeros sintéticos mas utilizados en el area de ingenieria
de tejidos, debido a que se degrada hidroliticamente en acido lactico, un
subproducto metabdlico, que se elimina mediante el metabolismo celular
normal y por su alta citocompatibilidad lo hacen que sea adecuado para
aplicaciones médicas. Pero no sélo por estas propiedades sino también por la
quiralidad del acido lactico (acido L- y D-lactico) ya que se puede sintetizar el
PLA con diferentes estereoregularidades (diferentes propiedades mecanicas,
térmicas, tasa de degradacién etc.) (33-34). EI PLA es sintetizado por
polimerizacidn con apertura de anillo o policondensacién del acido lactico (35).
Tiene en su estructura quimica moléculas de acido lactico unidos por enlaces
éster (36), tal como se observa en la Figura 1.6

El PLA es uno de los polimeros biodegradables mas versatiles dada su
biodegradabilidad inherente, biocompatibilidad, alta resistencia mecanica y
modulo de Young al compararlo con materiales como el polietileno vy
poliestireno. Dado sus atributos se usa en industrias biomédicas vy
farmacéuticas como material implantable reabsorbible, cierre de heridas,
dispositivos de fijacion dsea y como vehiculo para la administracion controlada
de farmacos (32,37).
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Figura 1.6 (a) Estructura quimica del dcido ldctico y (b) poli- dcido ldctico.

Se ha reportado que por la técnica de electrohilado se pueden obtener
andamios nanofibrosos de PLA para mantener o mejorar la funcién de algunos
tejidos daflados debido a la morfologia tridimensional que favorece la union
celular, la administracién de farmacos y una mejora en el proceso de
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biofuncionalizacién. Cuando se implanta en el cuerpo humano puede
degradarse en un tiempo de 6 meses a 2 afios (37-41). Sin embargo, se estan
conjugando sus propiedades con otros polimeros para mejorar sus propiedades
mecanicas, resistencia a la compresién y traccién, aumentar la conductividad
eléctrica, aumentar la adherencia de células, etc (33).

También se han fabricado andamios de PLA generados a partir de la técnica de
impresion 3D, en donde se reportd que estos andamios no son citotoxicos, ni
generaron muerte celular. De acuerdo a pruebas de viabildiad celular se obtuvo
que el PLA no disminuye la viabilidad sino que ofrece un beneficio al cultivo
neural; siendo andamios de 500um quienes mostraron mejores ventajas en
cuanto a proliferacion celular, por lo cual se puede decir que el tamafio de poro
del andamio juega un papel importante en la viabilidad y proliferacion celular.
Por lo tanto el PLA, puede llegar a ser un buen candidato para la terapia de
lesién de médula espinal (LME) (42).

Por otro lado, el polipirrol (PPy) es un polimero que estd formado de
heterociclos de pirrol (Py), Figura 1.7; en su estructura quimica tiene anillos de
cinco miembros con heteroatomos de nitrogeno y se le considera un material
biocompatible. El PPy es uno de los polimeros semiconductores mas estudiados
en el area bioldgica porque favorece la adhesion y crecimiento de diferentes
tipos de células; también posee una buena biocompatibilidad, estabilidad
térmica, facil sintesis y alta conductividad en comparacion de otros materiales.
Una de las desventajas que presenta es su insolubilidad (hidrofobicidad) lo que
restringe su procesamiento y su aplicacién en otras areas, sin embargo, se ha
llegado a introducir la propiedad de degradacion al combinar PPy con otros
polimeros degradables como el PLA (43-49).
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Figura 1.7 (a) Estructura quimica del pirrol'y (b) polipirrol (PPy).

Se han analizado propiedades como biocompatibilidad y eficiencia para
reparacion de nervios mediante nanofibras de PLA/PPy. Para esto se sintetizo
PPy mediante oxidacién quimica obteniendo particulas esféricas para asi
posteriormente, dispersarlas en nanofibras electrohiladas de PLA. En este
estudio in vitro, se encontré que hubo una buena biocompatibilidad entre el
andamio y células, donde gracias al PPy la conductividad aumentd. Por lo
tanto,se demostré que los andamios son capaces de controlar la orientacion de
las células “guia”, y la topografia de la superficie es de gran importancia para la
interaccion entre el biomaterial y las células (50,51).

Asimismo, se realizd un estudio in vivo e in vitro para la evaluacién de la textura
y propiedades bioldgicas de fibras porosas estructuradas obtenidas por
electrohilado de PLA e hidroxiapatita (HA) con y sin recubrimiento de PPy con
yodo sintetizado por plasma para la reconstruccion de tejido éseo, donde se
reportd que las fibras recubiertas con PPy/| favorecieron e incrementaron la
adhesion y proliferacion celular para ser usadas en la médula ésea como fibras
en comparacion a las no recubiertas (52).

En 2019, se implantaron andamios electrohilados de PLA y PLA+PPy en un
modelo in vivo de lesidon de médula espinal (LME),donde se comprobd que
andamio de PLA+PPy ayudd a disminuir el dafio tisular al reducir la apoptosis y
autofagia en las células neurales en comparacion del andamio de PLA. Mediante
marcadores inmunofluorescentes (GFAP y NF200) se observé que hubo una
reduccion de la activacidon de astrocitos y se aumentd la regeneracién axonal
en andamio de PLA+PPy. Ademads con evaluacion funcional, Basso-Beattie-
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Bresnahan (BBB) realizada por 6 semanas, se observd que hubo un mayor
recuperacién motora en animales con andamio de PLA+PPy a partir de semana
4 con un puntaje alrededor de 4, sin embargo, grupo control (lesién sin
andamios) y grupo con andamio de PLA sélo se mantuvieron en un puntaje por
debajo de 3. Por lo que se concluyé que el andamio electrohilado de PLA+PPy
podria mejorar la relacion superficie-volumen para promover la union celular
en el sitio de lesion ademas al ser un andamio conductor este es beneficioso
para el microambiente y regeneracion del tejido nervioso en una LME (53).
Ademas otra investigacién uso andamios de PPy/PLAy PPy/PLA+ BMSCs (células
del estroma de la médula dsea) en LME, donde pruebas de electrofisiologia y
funcién locomotora (BBB) con 6 semanas de evaluacion (puntaje de 5.4)
sugirieron que andamio de PPy/PL con BMSCs podria promover la recuperacion
funcional de la médula espinal. El buen puntaje en BBB sugirio que el andamio
podria estar llenando el sitio de la lesion reduciendo la formacion de cicatrices
lo cual beneficia la regeneracion axonal y la remielinizacion, ya que aunque el
PLA podria estar promoviendo la regeneracion pero su velocidad de conduccion
es baja, por lo que el PPy puede estar activando los canales idonicos de las
membranas celulares. También se encontrd que seis semanas después de la
lesion hubo una menor cantidad de tejido cicatricial con el andamio de PPy/PLA
en comparacion con grupo control (lesidon pero sin andamios). Abundante
neurofilamento(NF) y marcador neuroespecifico (NeuN) positivo, vy
formaciones de mielina fueron detectados en el area lesionada. Ademas, el
trasplante de BMSCs no solo mejoré la eficacia del PPy/PLA sino también logré
una diferenciacion de células neurales y neurogliales. Por lo tanto el andamio
de PPy/PLA+BMSCs tiene un gran potencial para restaurar la conduccion
eléctrica y promover la recuperaciéon funcional inhibiendo la formacion de
tejido cicatricial, promoviendo la regeneracién de axones y puenteando la
lesion (54).

Adicionalmente, en otro estudio pero usando andamios de colageno/quitosano
y coldgeno/quitosano+bFGF (factor de crecimiento de fibroblastos) en un
modelo por seccién completa de LME en ratas, se encontré en evaluacion
funcional (BBB) que el andamio de coldgeno/quitosona+bFGF demostrd en
ratas,una mayor recuperacion de la funcién locomotora con una puntuacion
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aproximada a 10 durante 8 semanas de evaluacion. Ademas se realizd DTl para
evaluar la reparacion de axones por tractografia con tensor de difusion (DTT),
anisotropia fraccional (FA) y coeficiente de difusion aparente (ADC), una
medida numérica de la materia blanca.Paralelamente a la recuperacién de la
funcion locomotora, el andamio de colageno/quitosona+bFGF podria promover
significativamente la regeneracion de tractos de fibras nerviosas segun los
coeficientes de resonancia magnética nuclear (RMN) vy tincién de
inmunofluorescencia. En consecuencia, este andamio sugiere que da un
microambiente favorable para |la regeneracion de tractos nerviosos y mejora la
funcién locomotora, igualmente DTl es un método no invasivo efectivo para el
diagnostico y prediccion del grado de recuperaciéon después de una LME,
teniendo una aplicacién importante en la clinica para la prediccion y reparacién
de una LME (55) .

1.5. Polipirrol dopado con yodo en lesion de médula espinal

Diversas investigaciones han utilizado el polipirrol (PPy) debido a que es un
polimero estable,biocompatible e inerte en sistemas biolégicos, ademas de
poseer la gran capacidad de favorecer la adhesién y crecimiento celular.
Debido a sus caracteristicas quimicas como la presencia de grupos amino
heteroaromaticos y grupos nitrilo éste favorece la neuroproteccion ante una
lesion del Sistema Nervioso Central (SNC).

En lesion de médula espinal (LME), el polipirrol dopado con yodo (PPy/l)
sintetizado por plasma ha sido empleado como implante en forma de pastilla,
en una lesion por seccion completa en ratas, donde conforme a resultados por
imagenes por resonancia magnética y tomografia axial computarizada, el
implante polimérico tuvo una mayor integracion al tejido y preservacion de la
arquitectura respecto a grupo control (sin implante) (56).

Por otro lado, también usando el PPy sintetizado por plasma (en pastilla) y en
una lesién por seccion completa, de acuerdo a resultados el dispositivo
implantado se integré mejor al tejido nervioso, reduciendo la respuesta
inflamatoria y favoreciendo la recuperacion funcional en animales a los que se
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les implantd, en comparacion con aquellos que recibieron el polimero
sintetizado pero por métodos quimicos y electroquimicos (57).

Ademas de lo anteriormente mencionado, se han hecho otras pruebas con
variantes como forma de aplicacion (pastilla o particulas), tipo de lesién
(seccién completa o por contusion) y sujetos de experimentacion (ratas y
primates no humano). Se ha demostrado que al utilizar polipirrol dopado con
yodo (PPy/l) tanto en pastilla o particulas, la recuperacién motora después de
una LME por seccion completa, en ratas, fue mayor respecto a otros polimeros
sintetizados por plasma, asi como también hubo una menor destrucciéon del
tejido. Un factor importante que explique este fendmeno podria ser el dopante
ya que produce que haya una mayor conductibilidad en el polimero y asi
mejorar sus propiedades fisicoquimicas para la adhesién celular. Por otro
lado,mediante imdagenes por resonancia magnética por difusién con
parametros de fraccién de anisotropia (FA) y coeficiente de difusion aparente
(ADC) se ha logrado identificar que la FA disminuye, y el ADC incrementa
después de una lesion por contusion. Los resultados sugirieron que PPy/I es
neuroprotector, ya que reduce la cantidad de tejido dafiado y mejora la funcion
motora, ademas de demostrar que la FA y el ADC son Utiles como
biomarcadores no invasivos después de una LME (58-60).

El usar particulas de PPy/I| sintetizadas por plasma ha demostrado efectos
neuroprotectores que favorecen la recuperacion de la funcién motora en
animales experimentales con LME. Sin embargo, su capacidad para migrar en el
tejido hizo que se probara un vehiculo en suspension que permitiera la
concentracion de particulas en el sitio de la lesion. Pruebas in vivo demostraron
que estas particulas no representaron riesgo para el desempefio de las
funciones motoras en tejido sano, donde mediante el uso de imagenes por
resonancia magnética (IRM) permitieron identificar las zonas en las que se
extendié el dafio posteriormente a una LME por contusion, sin embargo, no fue
posible diferenciar entre la zona formada Unicamente por quistes y aquellas en
las que estuviera aglomerado el polimero; a pesar de ello fue posible observar
que el tratamiento combinado de particulas de PPy/I sintetizadas por plasma
suspendidas en una solucién de la proteina (albumina) generd zonas con una
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menor extension de tejido dafiado en relacién con las que no recibieron
tratamiento, esto se debe a las propiedades de la albumina ya que presenta
diversas funciones importantes en el cuerpo, contribuyendo como reserva de
aminoacidos para la sintesis de otras proteinas, presenta capacidad de unién a
una gran variedad de moléculas, y es la principal acarreadora de acidos grasos
ademas de su gran capacidad para disminuir efectos téxicos al organismo (61).

Otro estudio mostré la viabilidad del uso de particulas de PPy/I sintetizadas por
plasma (sin proteina albumina) como tratamiento en una LME en etapa cronica,
en el cual se determind que el uso de estudios por resonancia magnética
permiten establecer el efecto longitudinal del polimero después de la lesion.Se
obtuvieron datos cuantitativos tales como la FA y ADC, donde FA disminuyd y
ADC incremento después de la lesion, pero después de que se implantaron las
particulas éstos parametros cambiaron, FA aumentd y ADC disminuyd, lo cual
sugirio que hubo una reeestructuracién del tejido nerivoso gracias al implante.
También se encontraron diferencias significativas entre las medias para FA y
BBB (evaluacion funcional cualitativa), evidenciando una mejor recuperaciéon
después de la LME para el grupo con el implante respecto al grupo control (sin
implante), donde el grupo con implante obtuvo una puntuacion BBB alrededor
de 11 (62).

1.6. Imagenologia por Resonancia Magnética

La Imagenologia por Resonancia Magnética se basa en la interaccién de los
nucleos de Hidrogeno con un campo magnético externo (). Esta interaccion
provoca una frecuencia de precesion sobre los nucleos de Hidrégeno
dependiente de la magnitud del campo magnético externo conocida como
Frecuencia de Larmour.

w =YPo
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Donde y es la constante giromagnética, y es una constante especifica para cada
nucleo.

Cuando los nucleos se encuentran en ausencia de un campo magnético estos
giran alrededor de su eje en direcciones aleatorias. Figura 1.8

Figura 1.8 Nucleo en ausencia de un campo magnético, gira alrededor de su eje en
direcciones aleatorias.

Sin embargo, cuando son sometidos a un campo magnético externo (f,) los
nucleos se alinean en forma paralela al campo magnético ya sea de forma
paralela también conocida como de baja energia o antiparalelamente también
conocida como estado de alta energia. La aplicacion de una sefal de
radiofrecuencia (RF) da como resultado la absorcién de energia de los nucleos
atdmicos cambiando asi la direccién del dipolo magnético y su precesion a un
plano transversal al eje del campo magnético (). Esta magnetizacion es la que
da lugar a la sefial de resonancia magnética. Cuando se quita la RF, la sefial de
resonancia magnética desaparece reduciendo la magnetizacion transversal y
volviéndose a alinear con el campo magnético causando asi la relajacién
longitudinal (T1) vy la relajacién transversal (T2) (63,64). Figura 1.9
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Figura 1.9 En presencia de un campo magnético los nucleos se alinean de forma paralela al
campo magnético B, cuando se aplica un pulso de radiofrecuencia (RF) cambia la direccion
de la magnetizacion a un plano transversal al campo magnético.

Los nucleos atdmicos emiten energia a la frecuencia de Larmor. Entonces si se
coloca una bobina receptora se podra inducir un voltaje durante la precesién
de los nucleos atdomicos. Esta tensién inducida es conocida como “decaimiento
de induccién libre” (FID). Esto es debido a que después de quitar la RF los
espines comienzan a precesar libremente, ademas la sefial comienza a decaer
con el tiempo y porque los espines inducen una corriente en la bobina

receptora (64). Figura 1.10
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Figura 1.10 Forma de onda sinusoidal decreciente de la sefial recibida (caida de induccion
libre [FID]).

Tal como se menciond anteriormente existen dos tipos de relajacion; la primera
de ellas es la longitudinal, esta se refiere al tiempo en que tardan los nucleos
en devolver la energia que obtuvieron del pulso de RF a su alrededor en lo que

regresan a alinearse al campo externo, este tipo de relajacion es medida por la
constante de tiempo T1. Figura 1.11
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Figura 1.11 Relajacion longitudinal T1.
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Por otro lado, la energia puede ser redistribuida en los nucleos sin desprenderse
de ella, generando asi una deslinealizacion transversal al campo externo, la cual
es la relajacién transversal, medida por una constante de tiempo T2 (64). Figura
1.12

A
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Figura 1.12 Relajacion transversal T2.

Adicionalmente el campo magnético se hace dependiente espacialmente a
través de la aplicacion de gradientes de campo magnético. Estos gradientes son
pequefas perturbaciones superpuestas al campo magnético, junto con los
tiempos de relajacion T1y T2 que son la base para el contraste de los diversos
tejidos en la formacion de imagenes (64).

Ademas de la obtencion de imagenes por resonancia magnética existen otras
técnicas avanzadas que proporcionan informacion complementaria a las
imagenes anatomicas. Entre algunas de ellas estan la difusion, perfusion vy la
espectroscopia por resonancia magnética (ERM).

1.6.1. Difusidn por Resonancia Magnética

La difusidon por resonancia magnética es una técnica avanzada de resonancia
magnética, no invasiva, la cual permite la evaluacién in vivo del movimiento de
las moléculas de agua en los tejidos.
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Esta técnica se basa en un tensor de difusion el cual se puede ver como un
elipsoide de difusién, es decir, una superficie que describe el desplazamiento
de las moléculas en multiples direcciones dentro de un espacio tridimensional.
La difusion del agua tiene las propiedades del movimiento Browniano, cuando
no es contenida tiende a moverse de forma equitativa en todas direcciones, por
lo tanto, es isotropico. Pero cuando las mismas moléculas de agua se colocan
en un sitio estructurado, adquieren la forma y movimiento de éste teniendo asi
un movimiento anisotropico. Las difusiones en los tres principales ejes son
definidas por eigenvectores, donde A1 representa la direccion y magnitud de la
difusion longitudinal, mientras que A2 y A3 representan a los vectores alojados
en los ejes restantes. Figura 1.13

A)

B) . |

Figura 1.13 A) Movimiento anisotropico, B) Movimiento isotrdpico.
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La difusion del agua en el cerebro es anisotropica, lo que significa que las
moléculas de agua se mueven paralelamente a las fibras de mielina y axones.
Cuanto mas alargado es el elipsoide, mas alta es la anisotropia en el voxel. El
modelo tensorial se adopta para describir esta anisotropia de difusién y permite
cuantificar los parametros de anisotropia (relacionados con la integridad de Ia
materia blanca) y reconstruir asi la trayectoria de las fibras de materia blanca
(tractografia). La difusiéon del agua estd fuertemente restringida por la
microestructura del tejido cerebral, y esta restriccion es mayor cuando ocurre
perpendicularmente a las fibras de materia blanca (anisotropia de difusion).
Esta restriccion a la difusidn del agua tiene dos consecuencias importantes en
primer lugar, cualquier cambio a nivel de citoarquitectura se reflejara en el DWI,
lo que hace que este método sea extremadamente sensible a los cambios
patologicos; v, en segundo lugar, basandose en la orientacién de la difusion en
un determinado voxel, se pueden reproducir las trayectorias de las fibras de
materia blanca (65).

Por otro lado, para que un tensor pueda ser reconstruido se requieren, al
menos, seis direcciones de difusion no colineares. En el modelo tensorial, el
ADC se mide en las tres direcciones perpendiculares x, y, z, y en todas sus
combinaciones y en lugar de referirse a un ADC simple, se refiere al tensor de
difusion, tal como se muestra en la Figura 1.14

ADC,, ADC,, ADC,
ADC = |ADC,, ADC,, ADC,.
ADC,, ADC,, ADC,,

Figura 1.14 Modelo tensorial de difusion.

Esta matriz se determina para cada voxel de la imagen. Posteriormente, la
matriz se diagonaliza donde por medio de un proceso matematico todos los
elementos fuera del diagrama se vuelven cero y los elementos diagonales se
transforman para coincidir con el eje principal de difusion en el voxel. Los
nuevos elementos diagonales corresponden a tres eigenvectores (€1, €2 ye3)
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con sus eigenvalores (A1, A2 y A3), representando las principales direcciones de
difusion y sus difusividades asociadas, respectivamente (65).

El primer valor de A1l se conoce como difusion axial porque representa la
difusion paralela alafibra. En Figura 1.15 se muestra como se calcula la difusion
radial la cual se refiere a la difusion perpendicular a la fibra, calculada como (A2
+A3) /2. Estudios experimentales sugieren que la difusion axial se puede utilizar
para evaluar la integridad del axén y que la difusion radial es mas sensible a la
integridad de la mielina. Sin embargo, se debe tener cuidado porque esta
interpretacion no siempre es sencilla (66-68).

D_xz+7\3
2

Figura 1.15 Ecuacion para el cdlculo de la difusion radial.

Mientras que el ADC o difusividad media (DM) es el promedio matematico de
las difusividades en los tres ejes principales (A1, A2, A3), tal como se observa en
Figura 1.16 y su valor puede aumentar o disminuir en funcion de la progresion
histopatoldgica de una lesién (68).

AL+ A2+ A3
3

ADC = MD =

Figura 1.16 Ecuacion para el cdlculo de la difusividad media.

Adicionalmente el indice de fraccion de anisotropia (FA) se calcula tal como se
observa en Figura 1.17, este puede variar de 0 a 1, donde tejidos con alta
anisotropia, como los tractos de sustancia blanca, tendran un valor mas cercano
a 1y mientras el valor sea cercano a 0 indicard un movimiento isotropico(68).
De acuerdo con estudios previos la FA es una buena métrica para evaluar la
integridad axonal en cualquier tipo de lesién del SNC (67,69-73).
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Figura 1.17 Ecuaciones para el cdlculo del indice de FA.
1.6.2. Espectroscopia por Resonancia Magnética (ERM)

La espectroscopia por resonancia magnética (ERM) es una técnica avanzada
basada en resonancia magnética (RM) que proporciona informacion
bioquimica, metabdlica y funcional en diferentes tipos de tejidos de forma no
invasiva, asi como in vivo.

A diferencia de otras técnicas avanzadas de RM, la espectroscopia proporciona
informacion sobre el microambiente quimico de los nucleos atdomicos en una
gran variedad de grupos funcionales. Esto permite la deteccidon de cambios en
la concentracion de varios metabolitos para determinar ciertos cambios debido
a procesos patologicos (64).

Los atomos estan rodeados por electrones. Estas nubes de electrones a su vez
generan pequefios campos magnéticos a su alrededor que blindan a los atomos
de cualquier campo externo. Si la frecuencia de resonancia es proporcional al
campo magnético al cual esta expuesto el nucleo, esto implica que la frecuencia
de resonancia va a estar determinada por el campo magnético externo mas el
pequefio campo generado por las nubes de electrones. Esta pequefia variacion
de la frecuencia debido a las nubes de electrones se denomina “chemical shift”
o desplazamiento quimico (74). En lugar de proporcionar imagenes, la
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espectroscopia proporciona espectros que consisten en picos individuales,
cuyo cambio quimico ayuda a identificar las especies que componen el pico. El
espectro tiene un sistema de dos ejes, que representan la intensidad de la sefial
(eje vertical) y la posicién de la sefial en la frecuencia (eje horizontal), expresado
en partes por millon (ppm) (64,74) Figura 1.18

Figura 1.18 Espectros normales para materia blanca (WM) (1) y materia gris (GM) (2).

Tal como se menciond anteriormente la ERM proporciona los patrones
metabdlicos en sus estados estables en diferentes tipos de tejido. Uno de los
organos mas estudiados mediante ERM ha sido el cerebro, donde la
espectroscopia de protones (1H) (o de nucleos de hidrégeno) y la de fosforo
(31P) son de particular interés. La ERM de Hidrégeno es el método mas aplicado
clinicamente dado que la sensibilidad de RM es mucho mas grande que para el
fosforo permitiendo asi una mejor resolucién espacial, ademas por su gran
abundancia en los tejidos vivos. Su desventaja principal es que la magnitud de
la sefial de los metabolitos es menor que la sefial producida por el agua vy
también su dispersion quimica es pequefia, aproximadamente 10 ppm, por lo
tanto, tiene que haber una buena homogenizacion del campo magnético
(shimming) y suprimir la sefial del agua para garantizar un buen resultado (74).
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Debido a lo mencionado, antes de iniciar un proceso de adquisicién de la
informacion debe suprimirse la sefial del agua mediante el uso de un pulso de
saturacion, conocido como CHESS (chemical shift selective), utilizando una
frecuencia de banda estrecha centrada en la frecuencia de resonancia del agua
o utilizando un pulso de inversion de 180 grados centrado en la resonancia del
agua (75,76).

Hay dos secuencias que son utilizadas para excitar el volumen del tejido de
interés: la primera es la secuencia PRESS (Point Resolved Echo Spin
Spectroscopy) o simplemente Espin Eco, usa un tren de pulsos de 90-180-180y
detecta el siguiente espin eco en el segundo pulso de 180. La segunda es la
secuencia STEAM (Short Echo Stimulated Acquisition Mode) la cual usa un tren
de pulsos 90-90-90 y adquiere el siguiente eco estimulado en el Ultimo pulso de
90. Los espectros resultantes son muy similares entre los dos métodos, excepto
que la técnica STEAM tiene un cociente sefial a ruido intrinseco mas bajo que
la técnica PRESS en el mismo tiempo de echo (TE). Ademds, también se tiene
gue tomar en cuenta el método de la localizacién espacial del voxel de interés
en la cual hay dos técnicas: voxel simple y voxel multiple. Voxel simple estudia
la adquisicion del espectro de un solo volumen de tejido en una medicion
mientras que voxel multiple estudia la adquisicion de espectros de varios
voxeles durante una sola medicion (74).

Los principales metabolitos observados con tiempos de eco largos alrededor de
(144- 288 ms) son el N-acetil-aspartato (NAA), Colina (Cho), Creatina (Cr), y
Lactato (en situaciones patoldgicas), por otra parte, con tiempos de eco cortos
(menores a 40 ms) ademas de los metabolitos antes mencionados se pueden
observan metabolitos como el Glutamato (Glu), Glutamina (GIx) y Mioinositol
(ml) (77)Figura 1.19
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Figura 1.19 Espectro de sujeto sano. A)Se observan los picos de NAA, Cry dos picos de Cho,
B) Ademds de los metabolitos de NAA,Cr y Cho, se observan los metabolitos de ml y Glx.

Por mencionar algunos de los principales metabolitos en SNC, encontramos que
el N-acetil-aspartato (NAA) es un marcador neuronal observado en 2.02 ppm,
un decremento en este metabolito involucra una pérdida o dafio neuronal y se
puede ver en diferentes enfermedades neurodegenerativas tal como en
neoplasias, epilepsia, esclerosis multiple, hipoxia y demencia. La Colina (Cho)
se detecta en 3.2 ppm, es fundamental para la sintesis del neurotransmisor
acetil colina y de fosfatidilcolina, el principal constituyente de las membranas
celulares Los niveles de Cho reflejan el intercambio de membranas, la sefial
aumenta en casos de proliferacion celular, como por ejemplo en tumores
malignos. La Creatina total (Cr), asi como la Fosfocreatina (PCr), es un marcador
para la energia del metabolismo y mostrada en 3.0 ppm y 4.0 ppm. La Cr es
usada como el estandar interno para normalizar las intensidades de resonancia
de otros compuestos. Esta puede estar reducida en tumores con mayor
actividad metabdlica como los gliomas de alto grado. Por otro lado, el Lactato
(Lac) es indicativo de isquemia o infiltracion de células altamente glicoliticas
como los macrofagos, no es visto en el espectro del cerebro en humanos sanos,
sin embargo ha sido observado en quistes y tumores con composicion quistica
o necrotica (77,78).

Ademds de poder analizar un aumento o disminucién de los picos en los
espectros de forma cualitativa hay otra técnica de cuantificacién que permite
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una evaluaciéon mas adecuada de los espectros y no sélo quedarse con una
inspeccion visual. Este es el método de las razones entre metabolitos, donde
las dreas en cada uno de los picos del espectro son reportadas como la razén
entre estas y el area de un pico de referencia, por lo tanto se puede identificar
anomalias metabdlicas al encontrar variaciones entre las diferentes razones
(79).

De acuerdo a éstas razones se ha encontrado que las razones de NAA/Cr vy
NAA/Cho han sido asociadas a viabilidad neuronal donde una disminucidn de
éstos ha indicado dafio neuronal (80,81). Adicionalmente en enfermedades
neurodegenerativas como  esclerosis multiple, asi como en neoplasias
cerebrales el aumento en la razon Cho/Cr y Cho/NAA han indicado una
degradacion en la vaina de mielina y tumores con mayor densidad celular
debido a la presencia de edema, respectivamente (82,83).
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2. Justificacion

La lesién de médula espinal (LME) es un transtorno del SNC que provoca dafios
progresivos e irreversibles en las funciones tanto motoras, sensitivas vy
autondmicas. Actualmente no existe algun tratamiento efectivo, por lo cual, es
necesario seguir estudiando cada una de las formas de disminuir los
padecimientos que esta con lleva, ya que sera una manera de apoyar a este
gran problema clinico.

Uno de los trabajos mas recientes en la linea de trabajo de Ingenieria de Tejidos
de la (UAM-I) demostrd en estudio in vitro que andamios basados en PLA
fabricados mediante electrohilado y modificados superficialmente con PPy/I,
sintetizado por plasma, poseen las propiedades fisicoquimicas y mecanicas
adecuadas para el crecimiento de células neuronales, los cuales podrian
funcionar como soporte en el proceso de reparacion y regeneracién de tejido
neuronal (84).

Debido a su gran potencial se sugirié que éstos mismos andamios fueran usados
en un modelo in vivo para el tratamiento de la lesion de médula espinal en fase
aguda, ya que al proporcionar una forma tridimensional, los andamios podrian
servir como matriz extracelular temporal y favorecer el anclaje de células,
sinapsis y regeneracion de tejido. Por lo que es primordial evaluar los efectos
de los andamios en la zona de la lesion y asi establecer la respuesta morfoldgica
del tejido ante dicho implante.

Por lo tanto, el presente proyecto propone evaluar el efecto de andamios
basados en PLA y PLA+PPy/I sintetizados por plasma en una lesién de médula
espinal en etapa aguda, en sujetos de experimentacion, ratas, por medio de
imagenes de resonancia magnética (IRM) usando un escaner de 3 Teslas.
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3. Hipodtesis

Mediante la implementacion de una prueba de viabilidad: utilizando IRM y
prueba funcional (BBB), se podra realizar seguimiento longitudinal al efecto de
los andamios de PLA y PLA+PPy/l implantados en ratas con lesion de médula
espinal.

4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Proponer un protocolo para evaluar el efecto de los grupos con andamios de
(PLA y PLA+PPy/I) asi como grupo control en una lesién de médula espinal por
seccion completa, en fase aguda, en ratas, por medio de imagenes de
resonancia magnética, empleando un escaner de 3 Teslas.

4.2. Objetivos especificos

e Evaluarel efecto de los andamios en la recuperacion locomotora de ratas
con lesién traumatica de médula espinal en etapa aguda mediante la
escala BBB (Basso, Beattie y Bresnahan).

e Analizar la respuesta morfoldgica del tejido de la zona lesionada de las
ratas del grupo control con lesion de médula vs grupo con lesién de
médula mas andamios por medio de imagenes de resonancia magnética.

e Analizar la evolucion de la lesion mediante imagenes por tensor de
difusion (DTI), tractografia, espectroscopia por resonancia magnética
(ERM) asi como con un andlisis volumétrico.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Disefio Experimental

Estudio experimental, prospectivo y transversal. Se utilizaron 9 ratas sanas
hembras de la cepa Winstar como sujetos de experimentacion. Con edad de (8-
9 semanas), y peso aproximadamente de 250-300 g.

Se hicieron 3 grupos aleatoriamente: grupo control, grupo con andamio PLA
(poliadcido lactico) y por Ultimo grupo con andamio PLA+PPy/I (polidcido lactico,
recubierto de polipirrol dopado con yodo).

Grupos
Control (n=3) Ratas con modelo de lesion
por seccion completa (sin
andamios).
PLA (n=3) Ratas con modelo de lesion

por seccion completa vy
andamio de PLA.

PLA+PPy/I (n=3) Ratas con modelo de lesion
por seccion completa y
andamio de PLA+PPy/I.

Tabla 5.1 Asignacion aleatoria de los 3 grupos experimentales.

Criterios de seleccion:
Criterios de inclusion
1. Ratas Wistar hembras sanas.
2. Ratas Wistar hembras con peso mayor a 250 gramos.
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Criterios de exclusion

1- Ratas Wistar hembras que presenten alguna enfermedad antes del
procedimiento quirurgico.

2.- Ratas Wistar hembras que tengan un peso menor a 250 gramos.

Ubicacion del estudio:

La fase del experimento (cirugias para el implante de los andamios) se llevo a
cabo en el quirofano experimental del Centro Nacional de Investigacion en
Instrumentacion e Imagenologia Meédica de la Universidad Autdnoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa. La adquisicion de las imagenes de resonancia
magnética fue a cargo de esta institucion.

Fabricacion de andamios:

La fabricacién de los andamios de PLA y PLA+PPy/l se llevo a cabo por vy
mediante el protocolo de Osorio,D. Los andamios de PLA se realizaron mediante
la técnica de electrohilado y los andamios de PLA+PPy/| fueron recubiertos con
PPy/l mediante la sintesis por plasma (84), Figura 5.1

e

Figura 5.1 Andamios. A) Andamios de PLA fabricados mediante la técnica de electrohilado.
B) Andamios de PLA+PPy/I (andamios de PLA recubiertos por PPy/I sintetizados por plasma).
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5.2. Procedimiento Quirurgico

A todas las ratas se les administré un sedante via intramuscular (IM) con 0,1 ml
de Xilacina (7-15 mg/kg), 5 minutos después se pesaron y de acuerdo con su
peso se les administré un anestésico via intramuscular (IM) 0,04 ml de Zoletil
50 (10-15 mg/kg) (85,86).

Antes de realizar incision en la piel, se colocd una referencia a la altura de la
novena vértebra tordcica (T9) y se colocd solucion antiséptica (yodo) en la zona
para reducir microorganismos presentes en la piel y por lo tanto reducir el
riesgo de alguna infeccidn en la herida quirurgica, a continuacién se realizd una
laminectomia para dejar expuesta la médula espinal (en la novena vértebra
toracica T9). Con bisturi del niumero 3 se cortaron longitudinalmente las
meninges, asi a continuacion se cortdé completamente de forma transversal el
tejido de la médula espinal. La transeccion se realizd hasta que quedara
complentamente separada, se verificé con un gancho microquirdrgico que no
guedara alguna via conectada. Posteriormente se insertaron los andamios en la
zona lesionada ajustandolos a secciones de 3x3 mm, entre la cavidad de ambos
lados de la seccion transversal. Se colocd una lamina de PLA+PPy/I para cerrar

meninges, finalmente musculo y piel fueron suturadas. Figura 5.2
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Figura 5.2 Laminectomia a nivel de novena vertebra tordcica (T9). A)Aplicacidon de sedante y
anestésico via intramuscular (IM), B) y C)Localizacion de T9 y desinfeccion de piel,
D)Laminectomia, E)Corte de meninges de forma longitudinal, F)Corte transversal en médula
espinal, G)Colocacion de andamios en ambos lados de la seccion completa

Se permitio que los sujetos de experimentacion se recuperaran del anestésico
para después suministrarles antibiotico 0,5 ml de enroflaxacina (Baytril) en
bebedero, asi como antiinflamatorio (5 ml de Paracetamol por cada 2 L de agua
en bebedero) durante los primeros 5 dias posteriores a la lesion.

Los primeros 7 dias cada animal fue colocado en una caja individual dentro de
un cuarto de alojamiento con temperatura promedio de 22°C (18-26°C), donde
fueron alimentados con comida y agua ad libitum, manteniendo la temperatura
corporal de cada rata de 35.9-38.2 °C (85). Se tuvieron los cuidados post-
operatorios durante los primeros 30 dias en observacion diaria (dia y noche)
con la finalidad de realizar vaciado manual de vejiga hasta recuperar la
autonomia. A lo largo de 8 semanas de evaluacién también se les realizd
estiramientos de extremidades, curaciones debido a irritacion de la piel y a
infecciones en herida.

5.3. Estudio de Imagenologia por Resonancia Magnética

Para los estudios de imagenologia por resonancia magnética se utilizd el
escaner Philips Achieva de 3 Teslas con antena neurovascular, ésta antena nos
permitio adquirir imagenes de alta resolucién, dicho resonador y antena se
encuentran disponibles en las instalaciones del CI3M (Centro Nacional de
Investigaciones en Instrumentacién e Imagenologia Médica) dentro de la UAM-
Unidad Iztapalapa, tal como se muestra en la Figura 5.3.
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Figura 5.3 Escaner 3T Philips Achieva y antena neurovascular.

Todas las ratas se sedaron nuevamente, se les cubrid las orejas con ayuda de
unas gasas para evitar el estrés del ruido que genera el escaner, y finalmente

se tratd de inmovilizarlas para evitar movimientos durante la adquisicion, Figura
5.4,

Figura 5.4 Preparacion de los sujetos de experimentacion.

Se adquirieron las imagenes por resonancia magnética una semana antes de la
lesidn, una semana después de la lesion, y cuatro semanas después de la lesion,
a través de los parametros:

v/ T1W.- Esta secuencia permitié obtener imagenes ponderadas en T1 de
una forma relativamente rapida. Secuencia Gradient Echo, TE= 4.55 ms,
TR=9.84 ms, Slice Thickness= 0.4, Matriz= 1024x1024.
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T2W.- Esta secuencia permitido obtener rapidamente imagenes en alta
calidad T2. Secuencia Spin Echo, TE= 80 ms, TR= 3000 ms, Slice
Thickness= 2.0, Matriz= 512x512.

EPI-DTI. - Técnica de muy rapida adquisicion donde se generd una imagen
a partir de un tensor de difusion. Con esta secuencia fue posible detectar
cambios ocurridos en una fraccion de segundo siendo menos sensible a
artefactos de movimiento que otros métodos. Secuencia EPI, con 32
direcciones de muestreo, valor b= 800 s/mm?2.

Tractografia.- Mediante postprocesamiento, se reconstruyeron con una
visién tridimensional los tractos nerviosos de la materia blanca en el sitio
de la lesién.

Analisis volumétrico.- Mediante postprocesamiento, se segmentd
médula espinal (T8-T9) abarcando sitio de lesién para obtener
variaciones volumétricas en el sitio de lesion de la médula espinal.
Espectroscopia por resonancia magnética (ERM).- La localizacién del
espectro se realizd en la consola del escaner, usando la técnica de voxel
simple usando la secuencia PRESS (point resolved spectroscopy).
Previamente se obtuvo una supresion del agua con la secuencia CHESS
(chemical shift selective) y se ajustd automaticamente el campo
magnético a través del shimming. Este voxel se superpuso a imagenes en
cortes coronales y sagitales; obtenidas por T1 y T2 para poder definir y
marcar la lesion a estudiar.

Andlisis de datos obtenidos:

Una vez obtenidas las imagenes por resonancia magnética (IRM), las
imagenes ponderadas en T1IW y T2W fueron postprocesadas para
obtener mas informacién, segmentando la region correspondiente a la
médula espinal, con las diferentes variaciones que sufrio cada uno de los
sujetos, a lo largo del experimento. Se seleccionaron los voxeles
correspondientes entre las vértebras (T8-T10), dejando el epicentro de
la lesion en el centro de la regién seleccionada.

Las imagenes ponderadas en difusion, se emplearon para la medicion de
los pardametros de FA, MD, AD y RD; se procesaron empleando el
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software DSI studio (66). Se obtuvo la medicidon en la region de interés
que abarco el drea de la zona con lesién (T8-T10) para cada secuencia en
cada periodo de evaluacion (antes de la lesidon, una y cuatro semanas
después de lesion).

e Se calculd el tensor de difusién mediante un algoritmo determinista de
seguimiento de fibras, para estimar las trayectorias de las fibras de
materia blanca. Usando como referencia fibras intactas (codificadas en
color azul indicando una direccién rostro-caudal), se identifico el
epicentro de la lesién y regiones caudal/rostral. Los umbrales de
anisotropia y angular fueron de 0.25 y 25 grados respectivamente. Se
descartaron los tractos con una longitud inferior a 10 y superior a 210
mm. Se limito a un total de 10,000 tractos.

e |lasegmentacion paraanalisis volumétrico de la médula espinal se realizo
mediante el software 3D Slicer.

e Seanalizaron los espectros generados por la ERM, de acuerdo a amplitud
y a la relacion (ratios) entre metabolitos.

5.4. Evaluacion Funcional (BBB)

A cada una de las ratas se les realizé una evaluacion funcional semanal durante
8 semanas, con dos evaluadores en ciego, midiéndose la recuperacion de la
funcion locomotora, bajo la escala de evaluacion Basso, Beattie y Bresnahan
(BBB) (87). Esta escala es no lineal y tiene 22 ponderaciones, donde el valor
minimo que se puede otorgar es 0, el cual indica la ausencia completa del
movimiento en patas traseras. Conforme esta escala incrementa, comienza a
indicar movimientos limitados en una o dos articulaciones (tobillo,rodilla o
cadera) o movimientos mas amplios en las 3 articulaciones que se analizan.
Cuando se llega a valores superiores a 8 indica que ya hay colocacién plantar
sobre el suelo con soporte de peso y cada uno de los siguientes valores, indica
mejor coordinacion de los movimientos traseros con respecto a las patas
delanteras. Al llegar a un puntaje de 14 se observa una mayor coordinacion,
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una estabilidad del tronco, una mayor separacién y acomodo para los dedos de
las patas traseras, asi como levantamiento y posicionamiento de la cola.
Finalmente, la Ultima puntuacion de 21 indica un movimiento normal durante
la marcha en las patas traseras. La recuperacién motora se evalué en un campo
abierto pero limitado, Figura 5.4, se registraron y analizaron videos de 4
minutos para cada sujeto. Se excluyd a todas aquellas ratas que tuvieran
puntuaciones mayores a 1.5 en la escala BBB, después de 24 hrs; o mayores a
6 bajo esta misma escala, durante la primera semana de estudio.

Figura 5.5 Evaluacion BBB en campo abierto. A)Sujeto sin movimientos en extremidades
traseras durante evaluacion, B)Sujeto presentando pasos plantares con soporte de peso en
extremidades traseras.

Una vez concluido el protocolo todos los sujetos de experimentacion que
sobrevivieron fueron sometidos a eutanasia. Los residuos peligrosos biolégico-
infecciosos que se generaron fueron manejados conforme a la NOM-087-ECOL-
SSA1-2002 (88). De igual forma todo el protocolo se realizd siguiendo los
lineamientos establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999
y las especificaciones de manejo de animales del Bioterio de la Universidad
Autdonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (85,88).

Todas las ratas que sirvieron de sujetos de experimentacion fueron adquiridas
en el Bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa el
cual se encarga de la produccion, crianza, reproduccion y mantenimiento de
animales de laboratorio. Dicho espacio cumple con las condiciones vy
especificaciones técnicas sefialadas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 (89).
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6. Resultados y Discusion

6.1. Resonancia Magnética

Se obtuvieron las imagenes de resonancia magnética de todos los sujetos de
experimentacion, en cada una de las semanas establecidas, una semana
después de la lesion y cuatro semanas despues de la lesion, las cuales
permitieron observar cambios después de la lesion.

En la Figura 6.1 se muestra las imagenes sagitales, T2W, donde se realiza una
comparacion entre los 3 grupos de experimentacidon una semana después de la
lesidn.

En sujeto del grupo control se puede observar una respuesta hipointensa en la
region de interés (novena vertebra tordcica) donde claramente se ve un espacio
visible entre region rostral y caudal de la médula espinal, lo cual confirmaria
que se llevo acabo correctamente la lesion por seccion completa, por otro lado,
también en sujeto con andamio de PLA se aprecia un espacio entre ambas
secciones de la médula, una pérdida de la arquitectura, asi como una respuesta
hiperintensa en la zona lesionada. Pero observando sujeto con andamio de
PLA+PPy/I se puede observar una zona hipointensa en el centro de la médulay
una mayor preservacion de la arquitectura de la zona lesionada comparando
con sujeto control y sujeto con andamio de PLA, sin embargo, hay presencia de
voxeles hiperintensos alrededor de la zona, lo cual podria sugerir presencia de
edema alrededor de la zona.
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Figura 6.1 Imdgenes sagitales de resonancia magnética, T2W, una semana despues de la
lesion. A)Rata del grupo control. B) Rata con andamio de PLA. C) Rata con andamio de
PLA+PPy/I.

En Figura 6.2 se muestra una comparativa en imagenes sagitales, T2W, entre
sujetos de los 3 grupos experimentales cuatro semanas después la lesion.

En sujeto del grupo control se observa que continua el espacio entre region
caudal y rostral, mostrando una respuesta hiperintensa en la region de interés,
asi como pérdida de la arquitectura en comparacién de semana 1. Para sujeto
con andamio de PLA se puede ver que aun muestra un claro espacio debido a
la lesion y una ligera reduccién en el didametro del tejido en el epicentro de la
lesion. Por el contrario, el sujeto con andamio de PLA+PPy/l muestra mayor
preservacion de la arquitectura en el epicentro de la lesién. Ademas al
comparar entre semana 1y semana 4 en imagenes sagitales, T2W, del sujeto
con andamio de PLA+PPy/I se observa que los voxeles hiperintensos alrededor
de la zona lesionada, han disminuido, posiblemente debido a reduccién de
edema en la lesion.
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Figura 6.2 Imdgenes sagitales de resonancia magnética, T2W, cuatro semanas despues de la
lesion. A)Rata del grupo control. B) Rata con andamio de PLA. C) Rata con andamio de
PLA+PPy/I

Por lo tanto, el protocolo que se utilizd para la adquisicion de imagenes por
resonancia magnética a través del escaner de 3 Teslas, indican que es posible
evaluar longitudinalmente a los sujetos con lesién de médula espinal (LME),
logrando identificar en el sitio de lesién los cambios estructurales ocurridos
después de que los andamios son implantados.

6.2. Parametros de difusion

Fraccidn de Anisotropia (FA)

Los siguientes valores se obtuvieron del postprocesamiento de las imagenes de
resonancia magnética mediante el software DSI Studio.

En la Figura 6.3 se puede observar en region caudal que todos los grupos
tuvieron una caida en los valores de FA respecto a valores previos (antes de la
lesion), sin embargo, grupo con andamio de PLA+PPy/I obtuvo valores de 0.44
vy 0.49 en semana 1y semana 4, respectivamente. Siendo estos valores mayores
respecto a sujetos del grupo control y del grupo con andamio de PLA, donde se
puede observar claramente una pendiente decreciente para el grupo control.
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Para el epicentro, nuevamente se observa ésta tendencia donde los tres grupos
tuvieron una caida de valores de FA respecto a valores previos, siendo grupo
con andamio de PLA+PPy/I quien presenta valores mas altos respecto a grupo
control y grupo con andamio de PLA, manteniéndose en un valor de 0.42 en
semana 1 y semana 4. Por ultimo, para region rostral se observa la misma
tendencia antes ya mencionada, donde grupo con andamio de PLA+PPy/I tiene
valores de 0.51y 0.57 en semana 1y semana 4, respectivamente. Los valores
de FA de regién caudal,epicentro y rostral, se pueden observar en Tabla 6.1

Caudal Epicentro Rostral

PREV SEM1 SEM4 FREV SEM1 SEM4 PREV SEM1 SEM4

—— Control A—PLA 8 PLA+PPy/I —x%— Control A—PLA  —B—PLA+PPy/I —s— Contral A—PLA  —B—PLA+PPY/I

Figura 6.3 Fraccidon de anisotropia (FA) de los 3 grupos de estudio.Region Caudal,Epicentro y
Region rostral.Los resultados estdn expresados como medias +SD. (n=3 semana previa,n=3
semana 1,n=1 semana 4).

Caudal Epicentro Rostral
PREV SEM1 SEM4 PREV SEM1 SEM4 PREV SEM1 SEM4
n=3 n=3 n=1 n=3 n=3 n=1 n=3 n=3 n=1
Control 0.610.05 0.45£0.10 0.26 0.50+0.07 0.39+0.09 0.23 0.610.11 0.47+0.15 0.41
PLA 0.6+0.06 0.39£0.08 0.46 0.50£0.05 0.30£0.07 0.36 0.6£0.02 0.39+0.08 0.39
PLA+PPy/I 0.6+0.05 0.44+0.02 0.49 0.55+0.05 0.42+0.05 0.42 0.610.01 0.51+0.03 0.57

Tabla 6.1 Valores de fraccion de anisotropia (FA).Los resultados estdn expresados como
medias +SD.

De acuerdo con FA todos los grupos presentaron valores bajos después de la
lesion de médula espinal, tanto en el epicentro como en regiones caudal y
rostral; indicando que existe una difusion isotropica al no existir una barrera
que direccione el movimiento de las moléculas de agua, en el sitio de la lesidn,
todo esto debido a la degradacion del tejido nervioso. Al comparar al grupo con
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andamio de PLA+PPy/I respecto a grupo control y grupo con andamio de PLA,
se observo que este obtuvo los valores mas altos de FA sugiriendo que existe
un movimiento restringido (difusion anisotrdpica) en el sitio de la lesion.

Por otro lado, con el postprocesamiento de las imagenes de resonancia
magnética con el software DSI Studio, se obtuvo el seguimiento de fibras de
materia blanca para cada uno de los grupos bajo estudio en este trabajo.

En Figura 6.4 se muestra la trayectoria de las fibras de materia blanca después
de realizar una segmentacion de médula espinal (T8-T10), una semana después
de la lesion, observando claramente que hay una mejor preservacion de la
arquitectura en las fibras de materia blanca para grupo con andamio de
PLA+PPy/l y una evidente lesidn por seccién completa en los tractos para el
grupo control y grupo con andamio de PLA.

Semana 1l

B) /

A)

EPICENTRO EPICENTRO
/i

EPICENTRO |

Control PLA PLA+PPy/I

Figura 6.4 Tractografia. A) Rata sana. B) Trayectoria de fibras de materia blanca entre
sujetos del grupo control, grupo PLA y grupo PLA+PPy/I, una semana después de la lesion.

En la Figura 6.5 se muestra cuatro semanas después de la lesion, la trayectoria
de las fibras de materia blanca, observando que aun continua la pérdida de la
arquitectura de los tractos para el grupo control, en grupo con andamio de PLA
apenas comienza a apreciarse unas fibras en el epicentro de la lesion y su
reestructuracion no es tan clara, sin embargo, para grupo con andamio de
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PLA+PPy/I ya se observa que hay un mayor nimero de fibras y una evidente
reestructuracion de los tractos, muy parecida a los tractos de una rata sana.

Semana 4

B) \

A)

EPICENTRO EPICENTRO EPICENTRO

Control PLA+PPy/I

Figura 6.5 Tractografia. A) Rata sana. B) Trayectoria de fibras de materia blanca entre
sujetos del grupo control, grupo PLA y grupo PLA+PPy/I, cuatro semanas después de la
lesion.

Difusividad media (MD)

De acuerdo a las mediciones de MD, Figura 6.6, se observa en region caudal
claramente un aumento en los valores MD en los tres grupos experimentales,
respecto a valores previos (antes de la lesion), pero grupo con andamio de
PLA+PPy/I obtuvo los valores mas bajos tanto en semana 1y semana 4, de 0.88
y 0.74 respectivamente. Estos valores son menores al compararlos con grupo
control y grupo con andamio de PLA, donde también se puede observar como
grupo control tiene una pendiente creciente. Para epicentro se observa la
misma tendencia un aumento de los valores de MD respecto a valores previos,
sin embargo, grupo con andamio de PLA+PPy/I obtiene los valores mas bajos
en semana 1y semana4, 0.59y 0.32 respectivamente. Finalmente, para regién
rostral se observa la misma tendencia antes ya mencionada, donde se observa
que grupo con andamio de PLA+PPy/I tienen los valores mas bajos en semana
1y semana 4, de 0.38 y 0.32 respectivamente. Los valores de MD de regién
caudal,epicentro y rostral, se pueden observar en Tabla 6.2
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Caudal Epicentro Rostral
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Figura 6.6 Difusividad Media (MD) de los 3 grupos de estudio.Region Caudal,Epicentro y
Regidn rostral.Los resultados estdn expresados como medias #SD. (n=3 semana previa,n=3
semana 1,n=1 semana 4).

Caudal Epicentro Rostral
PREV SEM1 SEM4 PREV SEM1 SEM4 PREV SEM1 SEM4
n=3 n=3 n=1 n=3 n=3 n=1 n=3 n=3 n=1
Control 0.3£0.10 0.84+0.28 1.70 0.3+0.07 0.80£0.15 1.26 0.3£0.03 0.60£0.26 0.66
PLA 0.3£0.05 0.91+0.04 0.93 0.3+0.06 0.88+0.10 0.97 0.3+0.01 0.77£0.12 0.56
PLA+PPy/I 0.3£0.05 0.88+0.20 0.74 0.3+0.06 0.59+0.11 0.32 0.30£0.02 0.38+0.12 0.32

Tabla 6.2 Valores de difusividad media (MD).Los resultados estdn expresados como medias
+SD.

De acuerdo a la literatura, valores altos en MD sugieren inflamacidn, quistes,
asi como pérdida de la integridad de las membranas celulares, por lo cual de
acuerdo a los resultados antes mencionados, el grupo con andamio de
PLA+PPy/I siendo el grupo que obtuvo los valores mas bajos en MD, podria
sugerir que estos andamios estan ocasionando menor inflamacién, menos
formacion de quistes asi como una menor pérdida de membranas celulares en
el sitio de la lesion.
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Difusion radial (RD)

Los valores de RD, Figura 6.7, muestran en region caudal un aumento de estos
valores para los tres grupos experimentales, respecto a valores previos (antes
de la lesidn), siendo el grupo con andamio de PLA+PPy/I quien obtiene los
valores mas bajos en semana 1y semana 4, 0.65 y 0.53 respectivamente.

En epicentro se observa la misma tendencia un aumento de los valores de RD
respecto a valores previos, sin embargo, grupo con andamio de PLA+PPy/l
obtiene los valores mas bajos en semana 1 y semana 4, 049 y 0.24
respectivamente. Finalmente, para region rostral se observa la misma
tendencia antes ya mencionada, donde se observa que grupo con andamio de
PLA+PPy/I tiene los valores mas bajos en semana 1y semana 4, de 0.29y 0.26
respectivamente. Todos los valores de RD se muestran en Tabla 6.3

Caudal Epicentro Rostral
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Figura 6.7 Difusion Radial (RD) de los 3 grupos de estudio.Region Caudal,Epicentro y Region
rostral.Los resultados estdn expresados como medias #SD. (n=3 semana previa,n=3
semana 1,n=1 semana 4).

Caudal Epicentro Rostral
PREV SEM1 SEM4 PREV SEM1 SEM4 PREV SEM1 SEM4
n=3 n=3 n=1 n=3 n=3 n=1 n=3 n=3 n=1
Control 0.2¢0.15  0.65%0.26 1.43 0.3+0.03 0.68+0.16 1.11 0.240.05  0.48+0.23 0.51
PLA 0.2¢0.13  0.70%0.01 0.73 0.30.03 0.75+0.05 0.80 0.240.02  0.63%0.12 0.48
PLA+PPY/l ~ 0.240.13  0.65%0.13 0.53 0.2¢0.02  0.49+0.11 0.24 0.240.02  0.29+0.09 0.26

Tabla 6.3 Valores de difusion radial (RD).Los resultados estan expresados como medias +SD.
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De acuerdo a los resultados ya mencionados, y a la literatura, valores altos en
RD sugieren dafios a través de la vaina de mielina, por lo tanto como se pudo
observar el grupo con andamio de PLA+PPy/I obtuvo los valores mas bajos en
éste indice, lo cual nos podria indicar que hubo un menor dafio en la vaina de
mielina en el sitio de lesion debido a la presencia del andamio de PLA+PPy/I.

Difusion axial (AD)

En Figura 6.8 se pueden observar los valores referentes a la AD,en regién caudal
hubo un aumento de estos valores para los tres grupos experimentales,
respecto a valores previos (antes de la lesion), siendo el grupo con andamio de
PLA+PPy/I quien obtiene los valores mas bajos en semana 1y semana 4, 1.33y
1.17 respectivamente. En epicentro se observa la misma tendencia un aumento
de los valores de AD respecto a valores previos, sin embargo, grupo con
andamio de PLA+PPy/I obtiene los valores mas bajos en semana 1y semana 4,
0.80y 0.46 respectivamente.

Finalmente, para region rostral se observa la misma tendencia antes ya
mencionada, donde se observa que grupo con andamio de PLA+PPy/I tiene los
valores mas bajos en semana 1y semana 4, de 0.57 y 0.55 respectivamente.
Todos los valores de AD se muestran en Tabla 6.4

Caudal Epicentro Rostral
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Figura 6.8 Difusion Axial (AD) de los 3 grupos de estudio.Region Caudal,Epicentro y Region
rostral.Los resultados estdn expresados como medias +SD. (n=3 semana previa,n=3
semana 1,n=1 semana 4).
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Caudal Epicentro Rostral

PREV SEM1 SEM4 PREV SEM1 SEM4 PREV SEM1 SEM4
n=3 n=3 n=1 n=3 n=3 n=1 n=3 n=3 n=1
Control 0.5+0.10 1.21+0.33 2.22 0.5+0.05 1.04+0.15 1.58 0.5£0.03 0.85+0.38 0.96
PLA 0.5£0.08 1.324£0.18 1.33 0.5£0.04 1.15£0.22 1.30 0.5+0.01 1.05+0.13 0.72
PLA+PPy/I 0.5+0.01 1.33+0.34 1.17 0.5+0.04 0.80£0.13 0.46 0.5£0.01 0.57+0.17 0.55

Tabla 6.4 Valores de difusion axial (AD).Los resultados estan expresados como medias #SD.

Una disminucién en valores de difusion axial (AD) ha sido relacionado a colapso
axonal en el sitio de la lesion; en cambio en este estudio todos los grupos
presentaron un aumento de estos valores en region caudal,epicentro,y region
rostral; siendo el grupo con andamio de PLA+PPy/I el que obtuvo valores mas
bajos respecto a los grupos control y PLA, lo cual podria indicar que hay un dafio
axonal en la zona,sin embargo,al comparar esos resultados respecto a valores
previos de la lesidn, estos valores son mas congruentes que los reportados en
grupo control y grupo con andamio de PLA.

Por lo tanto, al analizar los parametros de difusion (FA, MD, RD y AD), todos
ellos cambiaron para los tres grupos bajo estudio, siendo grupo con andamio
de PLA+PPy/I quien mostré mayores cambios debido posiblemente a una
reestructuracion del tejido a través del implante. Este comportamiento es muy
similar a resultados de trabajos previos en el cual utilizaron al PPy/l pero en
forma de particulas y con un modelo de lesidon por contusion. Los resultados
obtenidos de la tractografia para la visualizacion 3D de las fibras de materia
blanca, permitieron evaluar la integridad y el cambio microestructural del sitio
de lesién en la médula espinal, indicando que el grupo con andamio de
PLA+PPy/I presentd tractos con mayor integridad de la arquitectura, lo cual
sugiere que hay una mayor anisotroia en el epicentro de la lesion.
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6.3. Analisis Volumétrico en Médula Espinal

Se segmentd la médula espinal desde (T8-T10) abarcando el sitio de lesién, a
cada uno de los sujetos bajo experimentacién, para asi obtener el volumen en
(mm?3) de cada regidon segmentada encontrando los valores correspondientes
a una semana después de la lesién y cuatro semanas después de la lesion, tal
como se muestra en Tabla 6.5

Rata Sana

En Figura 6.9 se puede observar la segmentacion de médula espinal (T8-T10)
en corte coronal de médula espinal de rata sana, la cual obtubo un volumen
con valor aproximado a 120 mm3.

/

Figura 6.9 Médula espinal segmentada entre (T8-T10) en rata sana.

Se realizd una comparacion de médula espinal entre sujeto del grupo control,
sujeto del grupo PLA y sujeto del grupo PLA+PPY/I cuatro semanas después de
la lesién. Se aprecia que la arquitectura de la médula espinal para sujeto del
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grupo con andamio de PLA+PPY/I tiene una mejor preservacion de la
arquitectura respecto a sujeto del grupo control y sujeto con andamio de PLA.
Figura 6.10

Figura 6.10 Médula espinal segmentada entre (T8-T10) cuatro semanas después de la
lesion. A) Rata del grupo control. B) Rata del grupo PLA. C) Rata del grupo PLA+PPy/I.

En Figura 6.11 se muestra la grafica del analisis volumétrico de médula espinal
de cada grupo bajo estudio una semana después de la lesion y cuatro semanas
después, donde se observa que el grupo con andamio de PLA+PPy/I tiene el
mayor volumen respecto a los otros grupos, ya que obtuvo un valor muy
cercano a 100 mm3, comparando este volumen con el volumen del grupo
control que es aproximadamente a los 50 mm3, el grupo con andamio de
PLA+PPy/I tiene el doble del volumen.Ademds no se observan cambios respecto
al volumen entre una semana después de la lesion y a cuatros semanas después
de la lesién ya que los valores se mantienen alrededor del mismo rango.
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PREV Semanal Semana4

n=3 n=3 n=1
COﬂtl‘O' 120+7.54 49.10£6.94 49.64
PLA 120+7.54 70.0945.99 69.41
PLA+PPY/| 120+7.54 92.26+11.51 98.47

Tabla 6.5 Valores correspondientes al volumen de cada segmentacion, previamente antes
de la lesion, una semana después de la lesion y cuatro semanas después de la lesion.Los
resultados estdn expresados como medias #SD. (n=3 PREV,n=3 semana 1,n=1 semana 4).

Médula Espinal (T8-T10)

140
120
100
o
E = = Control
E w0
c E ®mPLA
(/1]
E 60 B W PLASPPY/]
°
> 4 PREV

[
=

Semana 1 Semana 4

Figura 6.11 Grdfica del andlisis volumétrico en médula espinal de los tres grupos bajo
estudio.Los resultados estdn expresados como medias #SD.(n=3 PREV,n=3 semana 1,n=1
semana 4).

El andlisis volumétrico de meédula espinal respaldan la informacién antes
mencionada en los resultados de la tractografia, ya que el grupo con andamio
de PLA+PPy/I presentd tractos con mayor integridad de la arquitectura, asi
como un mayor volumen en médula espinal respecto al grupo control y grupo
con andamio de PLA.
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6.4. Espectroscopia por Resonancia Magnética (ERM)

Se obtuvieron espectros localizados en epicentro de la lesién del grupo control,
grupo con andamio de PLA y grupo con andamio de PLA+PPy/I, una semana
después de la lesion y cuatro semanas después de la lesion. Antes de realizar
los espectros correspondientes, se adquirio el espectro de una rata sana, para
tomar sus valores como linea de base.

Rata sana

En Figura 6.12 se puede observar el espectro de médula espinal sana que
demuestra tres metabolitos presentes en el tejido: N-acetil-aspartato (NAA) el
cual es un marcador neuronal a una frecuencia de 2.0 ppm con una amplitud
aproximada de 0.0725, Colina (Cho) involucrada en sintesis de membrana
aproximadamente a una frecuencia de 3.2 ppm con amplitud aproximada a
0.0825 y Creatina (Cr) un marcador de la homeostasis de la bioenergética
celular a frecuencia de 3.0 ppm con amplitud aproximada a 0.0525. Los datos
encontrados se resumen en Tabla 6.6

Figura 6.12 Estudio espectroscopico (ERM) en médula espinal sana.
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Metabolito Frecuencia (ppm) Amplitud (u.a.)

NAA: N-acetil-aspartato 2.0 0.0725
Cr: Creatina 3.0 0.0825
Cho: Colina 3.2 0.0525

Tabla 6.6 Frecuencia y amplitud de los metabolitos en médula espinal sana.

Una semana después de la lesion, Figura 6.13, se muestran los espectros de
sujeto del grupo control y sujeto del grupo con andamio de PLA+PPy/I, por el
contrario, para sujeto del grupo con andamio de PLA no se logré adquirir el
espectro, posiblemente debido al tamafio del voxel que se coloca en la zona
lesionada, ya que es muy pequefia y ademas esta la presencia de liquido
cefalorraquideo circundante, motivo por lo cual pudo impedir el registro. A
pesar de lo anteriormente mencionado,en los espectros adquiridos se puede
ver la presencia de los principales metabolitos: N-acetil-aspartato (NAA),
marcador neuronal a una frecuencia de 2.00 ppm, Colina (Cho) involucrada en
sintesis de membrana a una frecuencia de 3.2 ppm vy Creatina (Cr) un marcador
de la homeostasis de |la bioenergética celular a una frecuencia de 3.0 ppm

Figura 6.13 Estudio espectroscopico (ERM). A)Sujeto del grupo control una semana después
de la lesion (n=1) B)Sujeto del grupo con andamio de PLA+PPy/I una semana después de la
lesion (n=1).
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Cuatro semanas después de la lesion, Figura 6.14, se muestran los espectros de
sujetos del grupo control, PLA y PLA+PPy/I. Se puede observar que en sujeto del
grupo control, hubo una disminucién del pico de N-acetil-aspartato (NAA) con
amplitud de 0.02, de igual forma sujeto con andamio de PLA tuvo una
disminucién del pico de N-acetil-aspartato (NAA) con amplitud de 0.01, estos
cambios sugieren que hay un dafio neuronal en la zona, en cambio, sujeto con
andamio de PLA+PPy/I tuvo un incremento del pico de N-acetil-aspartato (NAA)
con amplitud de 0.07 el cual es un valor igual al valor de una rata sana, esto nos
sugiere que posiblemente haya una regeneracion neuronal en el sitio de la
lesién. Por otro lado, el pico de Creatina (Cr) incremento en el sujeto con
andamio de PLA con valor de 0.12,sugiriendo un aumento del metabolismo
celular;siendo sujeto del grupo control quien tuvo un valor de 0.08 igual al de
rata sana, y sujeto con andamio de PLA+PPy/I quien tuvo un valor de 0.04 muy
aproximado al de una rata sana. Finalmente observando el pico de Colina (Cho)
sujeto del grupo control tuvo un valor de 0.04 muy cercano al de una rata sana,
por otro lado,sujeto con andamio de PLA tuvo un incremento en este valor a
0.08 sugiriendo que hay sintesis de membranas celulares en el sitio de la lesion,
pero a pesar de ello sujeto con andamio de PLA+PPy/l obutvo un valor de 0.05
igual al de una rata sana, lo cual nos podria sugerir que hay una menor
destruccion de membranas celulares en la zona lesionada. Los valores
observados se resumen en Tabla 6.7

Figura 6.14 Estudio espectroscopico (ERM). A)Sujeto del grupo control cuatro semanas
después de la lesion (n=1) B)Sujeto del grupo con andamio de PLA cuatro semanas después
de la lesion (n=1) C)Sujeto del grupo con andamio de PLA+PPy/I (n=1).
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Metabolito Clasificacion

Control PLA PLA+PPy/I Rata Sana
n=1 n=1 n=1 n=1
NAA 0.02 0.01 0.07 0.07
Cr 0.08 0.12 0.04 0.08
Cho 0.04 0.08 0.05 0.05

Tabla 6.7 Amplitud de los diferentes metabolitos observados en el epicentro de la lesion,
cuatro semanas después de la lesion.

Relacién (ratios) entre metabolitos

En Figura 6.15 se observan los ratios entre los diferentes metabolitos, donde de
acuerdo a NAA/Cry NAA/Cho sujeto con andamio de PLA+PPy/| obtuvo el valor
mas alto respecto a sujeto del grupo control y sujeto con andamio de PLA; estos
indices han sido asociados a viabilidad neuronal y una disminucién de éstos
indicaria dafio neuronal; donde como ya se menciond el sujeto con andamio de
PLA+PPy/l fue el que presenté el mayor valor indicando una posible
regeneracion neuronal en el sitio de lesion.

Por otro lado, de acuerdo a Cho/Cr sujeto con andamio de PLA+PPy/I obtuvo el
valor mas alto comparandolo con valores que obtuvieron sujeto del grupo
control y sujeto con andamio de PLA. De acuerdo a enfermedades
neurodegenerativas un aumento en el ratio Cho/Cr ha indicado degradacién en
la vaina de mielina, sin embargo, debido al poco estudio de la ERM en lesién de
meédula espinal (LME) no se puede afirmar que realmente este sucediendo este
fendmeno, pero, si analizamos Choy Crindividualmente, nos podria sugerir que
en el sitio de la lesion de sujeto con andamio de PLA+PPy/l puede estar
ocurriendo un aumento en la sintesis de membranas celulares asi como un
aumento en el metabolismo celular.
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Por ultimo, con Cho/NAA sujeto del grupo control y sujeto con andamio de PLA

obtuvieron los valores mas altos,siendo sujeto con andamio de PLA+PPy/l el que

obtuvo el valor mas bajo y mas cercano al valor de una rata sana. También de
acuerdo a enfermedades neurodegenerativas un aumento en Cho/NAA ha sido

relacionado a tejidos con mayor densidad celular debido a la presencia de

edema. Por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos sujeto con

andamio de PLA+PPy/I fue el que obtuvo el valor mas bajo sugiriendo que hay

menor edema en el sitio de lesion.
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Figura 6.15 Ratios entre metabolitos en sujetos de los 3 grupos experimentales, cuatro

semanas después de la lesion (n=1)
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Metabolito Clasificacion

Control PLA PLA+PPy/I Rata Sana

n=1 n=1 n=1 n=1
NAA/Cr 0.10 0.10 1.81 0.86
Cho/Cr 0.47 0.64 1.59 0.60
Cho/NAA 4.65 6.38 0.88 0.69
NAA/Cho 0.21 0.16 1.14 1.45

Tabla 6.8 Relacion (ratios) entre metabolitos, cuatro semanas después de la lesion, en
unidades arbitrarias (u.a.)

Por lo tanto, dado que el uso de ERM es muy limitado en la lesién de médula
espinal (LME), debido al tamafio tan reducido de la médula espinal y a la
presencia de liquido cefalorraquideo circundante, los hallazgos obtenidos en
ésta prueba de viabilidad serviran para elaborar un mejor protocolo de
adquisicion para futuros trabajos en la misma linea de investigacion y ademas
para otro tipo de enfermades.

6.5. Evaluacion Funcional (BBB)

Todos los animales incluidos en este estudio presentaron evaluaciones BBB con
puntaje de cero al dia siguiente de la lesion.

De acuerdo con la escala BBB, la puntuacion de los sujetos del grupo control
fue de 0 en la primera semana, 1.25 a las cuatro semanas y 1 a las ocho
semanas, los sujetos presentaron ligeros movimientos de rodilla. Por otro lado,
el grupo con andamio de PLA obtuvo 0.08 en primera semana, 1.33 a las cuatro
semanas y 1.66 a las ocho semanas, donde los sujetos sélo mostraron
movimiento extenso de una articulacion y leve movimiento de otra (tobillo y
rodilla).
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Mientras que para el grupo con andamio de PLA+PPy/I se observaron valores
de 0.37 para la primera semana, 9.75 para las cuatro semanas y 11.62 para la
octava semana, donde sujetos presentaron pasos plantares frecuentes con
soporte de peso y coordinacion ocasional entre las extremidades anteriores y
posteriores.

Se pueden observar que los valores BBB de sujetos del grupo control tienden a
aumentar hasta la semana 4, sin embargo, para semana 5 comienzan a
disminuir y en semana 6 aumentan ligeramente, para posteriormente tener un
descenso que se mantiene hasta semana 8. Para sujetos del grupo con andamio
de PLA los valores aumentan hasta semana 3 para luego mantenerse alrededor
del mismo valor hasta semana 7, ya que para la semana 8 se observa un ligero
aumento. Por lo contrario, para sujeto del grupo con andamio de PLA+PPy/I hay
una tendencia creciente que persiste hasta la semana ocho, donde se nota que
se tiene el mejor rendimiento entre estos tres grupos experimentales. Figura
6.16

EVALUACION BASSO, BEATTIE, BRESNAHAN
(BBB).
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Figura 6.16 Grdfica de la recuperacion motora evaluada con la escala BBB.Los resultados
estdn expresados como medias +SD. (n=2 grupo control,n=3 grupo PLA,n=2 hasta semana 6
grupo PLA+PPy/|).

71| Pagina



Por lo tanto, la evaluacién funcional medida por la escala (BBB) mostré mayor
recuperacion de la funcién motora para grupo con andamio de PLA+PPy/I
dentro de las 8 semanas de evaluacion respecto al grupo control y grupo con
andamio de PLA los cuales mantuvieron valores por debajo de un puntaje de
2.

A pesar del tamafio muestral pequefio, los sujetos con andamio de PLA+PPy/I
obtuvieron una recuperacion motora con una puntuacion mas alta
comparandolos con los resultados de (Shu, Bing et al.,2019) donde se observd
cambios a partir de la semana 4 con puntaje cercanos a 5 y usando andamios
de PLA/PPy. Por otro lado (Liu, Xiao-Yin et al.,2019) obtuvieron un puntaje
(alrededor de 10) muy parecido a los resultados mostrados en este trabajo,
pero usando andamios a base de Colageno/Quitosano+ factor de crecimiento
bFGF, cabe mencionar que en este trabajo no se uso ningun factor de
crecimiento.

Este comportamiento sugiere que el andamio de PLA+PPy/l que puede estar
actuando como puente entre ambos extremos de la seccidon completa de la
meédula espinal, promoviendo una interaccion en el tejido nervioso a través del
sitio de lesion, ademas de proporcionar neuroproteccion al decremenar el dafio
del tejido en el sitio de la lesion.
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. Conclusiones

* El protocolo utilizado en esta prueba de viabilidad mostré que es posible
establecer el efecto de los andamios implantados en el epicentro de Ia
lesion de médula espinal en ratas, en fase aguda, a través de imagenes
de resonancia magnética utilizando un escaner de 3 Teslas.

* Las imagenes anatomicas T1 y T2 mostraron informacion longitudinal
relevante sobre el estado de la lesion después de que los andamios
fueron implantados.

* Los parametros cuantitativos (FA, MD, RD, AD) proporcionaron
informacion cuantitativa del efecto que tienen los andamios en el sitio
de la lesién, siendo el grupo con andamio de PLA+PPy/I quien mostro
mayores cambios respecto a grupo control y grupo con andamio de PLA.

* Analisis volumétrico y tractografia sirvieron para complementar la
informacion obtenida al proporcionar informacion sobre Ia
reestructuracion del tejido nervioso.

* Laespectroscopia por resonancia magnética (ERM) es una técnica viable
que ofrece una valoracion bioquimica, metabdlica y funcional del tejido
nervioso en el sitio de la lesién de medula espinal. Ademas de
complementar de forma adecuada a estudios imagenoldgicos y a
evaluacion motora. Por lo tanto este trabajo es punto de partida para
seguir implementando ésta técnica en estudios posteriores de LME.

* El andamio de PLA+PPy/l es una estrategia prometedora para el
tratamiento de lesion de médula espinal en un modelo de lesién por
seccion completa, en fase aguda. Aunque es necesario aumentar el
numero de sujetos, los resultados de esta prueba de viabilidad muestran
que es posible establecer el efecto de los implantes a través de IRM.
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8. Perspectivas

» Emplear técnicas histolégicas que comprueben los hallazgos
encontrados en los parametros de difusion y espectroscopia reportados
en este estudio.

» Utilizar diversos biomarcadores para determinar si hay regeneracién
neuronal a través del andamio de PLA+PPy/I, angiogénesis, asi como
formacion de cicatrices gliales en el sitio de lesion.

» Ampliar el tamafio de sujetos experimentales para lograr realizar
correlaciones estadisticas con los diferentes parametros propuestos.

» Estandarizar la adquisicion de ERM para su aplicacion a futuro en
estudios de diagnostico clinico y modelos animales con lesion de médula
espinal.
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Anexo

Escala BBB
Grado Observaciones

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

1 Movimiento limitado de una o dos articulaciones, usualmente de
(cadera/rodilla).

2 Movimiento amplio de una articulacion con o sin movimiento
limitado de otra.

3 Movimiento amplio de dos articulaciones.

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

5 Movimiento limitado de dos articulaciones y amplio de la tercera.

6 Movimiento amplio de dos articulaciones y limitado de la tercera.

7 Movimiento amplio de las tres articulaciones de las PT (cadera,
rodilla y tobillo).

8 Barrido sin soporte de peso, o colocacion plantar de la pata sin
soporte de peso.

9 Colocacioén plantar con soporte de peso cuando no esta caminando
0 pasos ocasionales, frecuentes o constantes con soporte de peso
dorsal, sin apoyo plantar.

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

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

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

13 Pasos frecuentes o constantes son soporte de peso plantar vy
coordinacion frecuente entre PD y PT.

14 Constantemente da pasos con soporte de peso plantar,
coordinacion constante entre PDy PT, hay rotacidn interna o externa
de patas, cuando hace contacto con el piso o al despegar. También
puede haber pasos plantares frecuentes, coordinacién constante
entre PDy PT y pasos dorsales ocasionales.

15 Pasos plantares y coordinados entre PD y PT constantes. No separa

los dedos o solo ocasionalmente cuando avanza la pata hacia

83| Pagina




delante. Al hacer contacto con el piso hay predominio de la
alineacion paralela de la pata al cuerpo.

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

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

18 Pasos plantares constantes y coordinados entre PD y PT durante la
marcha. La separacion de los dedos es constante durante la marcha.
Al hacer contacto con el piso hay predominio de la alineacion
paralela de la pata al cuerpo, pero la rota al levantarla.

19 Pasos plantares constantes y coordinados entre PD y PT durante Ia
marcha. La separacion de los dedos ocurre constantemente durante
la marcha. Al hacer contacto con el piso y levantar, hay predominio
de la alineacién paralela de la pata al cuerpo. Arrasta la cola
ocasionalmente o todo el tiempo.

20 Pasos plantares constantes, marcha coordinada y separacion de los
dedos constante. Al hacer contacto con el piso y levantar, hay
predominio de la alineacidén paralela de la pata al cuerpo, la cola esta
levantada constantemente y hay inestabilidad del tronco.

21 lgual al anterior, pero, el tronco constantemente estable.

Productividad del trabajo

e Efecto de andamios de PLA y PLA+PPy/I en ratas con lesion de médula
espinal por seccion completa, evaluado a través de IRM., Sanchez G.S. et al.
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