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Resumen

La lesion de médula espinal causa una discapacidad neurolégica grave, en dicha lesién la
funcién de trasmitir sefiales desde y hacia el cerebro a través de la médula espinal se ve
comprometida, generando asi paraplejia o tetraplejia segtin el nivel en el que ocurre la lesién,
la lesion de médula espinal afecta principalmente a la poblacién econdmicamente activa, con
gran repercusion médica y socioeconémica. Actualmente no existe una estrategia terapéutica
efectiva para restablecer la funcién neurolégica normal, debido a la alta complejidad de la
fisiopatologia de la lesién traumatica de médula espinal tanto en su atapa aguda como en su
etapa croénica.

Se ha demostrado que implantes de polimeros derivados del pirrol y sintetizados por
plasma en modelos de ratas a los que se les indujo una lesion traumatica de la médula espinal
contribuyen a la recuperacion funcional de los roedores y favorecen en la proteccién del tejido
nervioso adyacente a la lesion, tanto en un modelo de lesion por seccién completa como en un
modelo de lesién por contusion, al ser comparados contra sujetos con lesién de médula
espinal sin implantarles el polimero.

Los estudios en modelos animales del tipo roedores, han contribuido en gran medida, a una
mayor comprensiéon de la fisiopatologia de la lesién de médula espinal y han servido para
poner a prueba varias estrategias de tratamiento enfocadas en recuperar permanentemente la
funcién motora y sensorial; asi como para prevenir secuelas neurolégicas. Sin embargo, no ha
sido posible traducir estos hallazgos eficazmente a mejorar los tratamientos para la lesion de
médula espinal en humano. La traduccion de los estudios con roedores hacia los seres
humanos ha sido limitada y esto es debido a las diferencias en tamafio, metabolismo,
caracteristicas neuroanatémicas y neurofuncionales entre ambas especies. Por lo tanto, para
facilitar la traduccién de los avances producidos en el laboratorio a la clinica, esta siendo
altamente recomendado el uso de primates no humanos.

Actualmente se estudian los mecanismos implicados con la interacciéon de implantes
poliméricos derivados del pirrol sintetizados por plasma y la lesién de médula espinal,
mediante estudios histologicos, inmunohistoquimicos, potenciales evocados, etc.; aunque,
dichos estudios son necesarios para poder establecer la integracién implante-lesién de

meédula espinal, los procedimientos son invasivos o terminales.
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Con estudios como imagenes por resonancia magnética es posible realizar un anélisis in
vivo del estado del tejido afectado y circundante a la lesién de manera no invasiva e inclusive
usar el mismo sujeto experimental como su control a través del tiempo. Asi mismo, con
técnicas especiales de imdgenes por resonancia magnética como: imagenes por tensor de
difusién (la cual cuantifica la preferencia direccional de la difusién de agua en la materia
blanca) y tractograffa (donde de acuerdo a las propiedades locales de difusion se reconstruye
en tres dimensiones la conectividad axonal siguiendo el eje principal de la difusién de una
zona a otra a lo largo de fibras anatémicamente conectadas), se puede determinar inclusive la
interrupcioén o la continuidad de los axones.

En éste trabajo se realizaron estudios por imagenes de resonancia magnética en 7 Teslas
en un modelo de lesion de ratas, para el procesamiento y la cuantificacion del tejido
circundante a la lesion por seccién completa de médula espinal. También, se obtuvieron
imagenes de resonancia magnética en 3 Teslas con secuencias estindares e imdgenes por
tensor de difusion, donde se dio seguimiento a la lesién y por lo tanto al tejido en la zona de
lesion, buscando diferencias en la conservacioén 6 perdida del tejido nervioso y el crecimiento
de tejido en la zona de lesién entre dos primates no humanos (de la raza Macaca Mulatta): uno
con lesion por seccién completa de la médula espinal y el otro con lesién por seccién completa
de la médula espinal mas una implante de pastilla de polipirrol dopado con Yodo sintetizado
por plasma.

En ambos modelos (roedores y primates no humanos), la morfometria permitié observar
el contraste que existe en la histoarquitectura entre los diferentes sujetos: en los sujetos
control hay una gran destruccién de la histoarquitectura en la zona de lesién, comparada con
los sujetos implantados, en los cuales existe una mayor conservacién de la histoarquitectura
aledafia a la zona de lesién. Para los primates no humanos, la recuperacién de la fraccién de
anisotropia en la zona de lesién del sujeto implantado indica recuperacién de la difusién
estructurada a través del tiempo, en contraste con la disminucién de la fraccién de anisotropia
en el sujeto no implantado. Con el calculo de la tractografia se pudo observar la reconexion en
la difusion de agua en el primate no humano implantado; reconstruyendo
tridimensionalmente la estructura de la materia blanca se observé la reconexién de paquetes
de tractos nerviosos a diferencia de el sujeto control, el cual muestra un incremento en la
separacion de los extremos caudal y cefalico respecto al epicentro de la lesién por seccién

completa del médula espinal, asi como la formacién de siringomielia post traumatica.
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El implante de polipirrol dopado con Yodo mostré contribuir, también en primates no
humanos, a la conservacién de la histoarquitectura en la zona de lesién al ser implantado
después de un modelo de lesién por seccién completa de la médula espinal, promoviendo a su
vez el crecimiento de tejido a través de él.

Con el procedimiento de imagenes de resonancia magnética mostrado en éste trabajo es
posible dar seguimiento in vivo al estado de el tejido circundante a la zona de lesién tanto en
modelo de ratas como en modelo de primates no humanos, sin importar el modelo especifico
de lesion, inclusive es posible extrapolar los estudios y el procesamiento a la clinica para dar

seguimiento a lesiones de médula espinal en humanos.
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Capitulo 1 Antecedentes




Lesion de médula espinal

El trauma en la médula espinal causa la disfunciéon de ésta, con la pérdida de
funcién sensorial, motora y autondmica, distal al punto de lesién. La lesién
traumatica de médula espinal (LTME) causa una discapacidad neurolégica grave,
con gran repercusion médica y socioeconémica [1,2]. La mayoria de las LTME en la
vida urbana, se deben a la fractura o dislocacién de la columna vertebral [3]. Esto se
presenta cominmente por compresion con flexiéon toracica asi como flexién o
hiperextension en la médula cervical. Los indicadores que aumentan el riesgo de la
LTME como resultado de trauma minimo son: preexistencia de espondilosis,
estenosis espinal congénita, hipertrofia del ligamento e inestabilidad en la unién de
las apofisis debido a artritis reumatoide [4].

La manifestacion de la LTME tiene grados que varian y es enteramente
dependiente en la severidad y el nivel de lesién en la médula (Fig. 1). La regla es que
cuanto mas alto es el nivel de la lesién, mas severas son las consecuencias, por
ejemplo: en una lesion a nivel cervical 5 (C5) los lesionados estan propensos a tener
paralisis total de las mufiecas, manos, tronco y piernas, la respiracién se debilita;
mientras que una lesion a nivel toracico 9 los nervios afectados controlan misculos
abdominales y de la espalda, por lo general resulta en paraplejia, sin control de la
vejiga pero con control para digerir [5]. A grandes rasgos, en el caso de lesién
cervical alta, los pacientes requieren de respiracién artificial para permanecer con
vida. Este tipo de lesién conduce a tetraplejia, con debilitacién de la funcion en
organos pélvicos y a la pérdida de funcién motora y sensorial de los brazos, tronco y
piernas. La lesién para bajos niveles de la médula, depende también del nivel exacto,
puede dejar la funcién de los miembros superiores con debilitacién limitada hasta
miembros mas abajo. La paraplejia se restringe a lesiones de la médula a nivel
toracica o lumbar [6].

Se han definido cuatro tipos generales de lesiéon traumatica de la médula espinal:

1. Maceracién de la médula, en la cual la morfologia de la médula se tuerce
seriamente
2. Laceracion de la médula (Heridas por arma de fuego o cuchillo);



3. Contusiéon de la médula, que puede desarrollarse en siringomielia
(formacion de quistes).

4. Lesion sélida de la médula, en la cual no hay foco central de necrosis como
en lesién por contusidn.

(S1 - 55)

Fig. 1 Extension de la lesion de médula espinal de acuerdo al nivel de la
lesién. La lesion de médula espinal se puede subdividir en Tetraplejia o
Paraplejfa. Por ejemplo una lesién a nivel C6, genera Tetraplejia, mientras que
una lesién en T9 genera Paraplejfa [5] (Modificada de [5]).

Dentro de estos cuatro tipos de lesién, la proporcién que fue danada debe ser
considerada, pues las lesiones incompletas beneficiaran dramaticamente las
intervenciones experimentales en términos del grado de la recuperacién que puede

tener el paciente en comparacion con las lesiones completas [7].




Epidemiologia

En el mundo se estiman 2.5 millones de personas que viven con una LTME, con
mas de 130,000 nuevos casos reportados al afio. Por ejemplo solo en E.U en el 2010
se registraron 418 nuevos casos de lesién de médula espinal la Fig. 2 y la Tabla 1

muestran el numero de casos reportados en E.U. hasta inicios del 2012.

Incidencias de Lesion de Médula
Espinal en E.U.
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Fig. 2 Pacientes registrados por afio desde el 2004 hasta inicios del 2012
en E.U. [3]. Actualmente se estiman 2.5 millones de personas con lesién de
médula espinal en el mundo.

Aio 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Tabla 1 Pacientes registrados or afo en E.U. desde el 2004 hasta
inicios del 2012 [3].



Edad de riesgo

La mayoria de casos de LTME ocurre en jévenes adultos. De 1973 al 1979, el
promedio de edad del dafio fue 28.7 afios, y la mayoria de estas heridas ocurrieron
entre las edades de 16 a 30. Sin embargo, mientras la edad media de la poblacién ha
aumentado por aproximadamente 8 afios desde 1970, el promedio de edad de lesién
también ha aumentado. Desde el 2000, el promedio de edad de trauma ha
aumentado a los 38 afios. Ademads, el porcentaje de personas mayores de 60 afios
lesionados ha aumentado de 4.7% antes de 1980 a 11.5% desde el 2000. Este
aumento en la edad de lesionados podria ser atribuido por cambios en la manera de
reportar del Centro de Estadisticas la localizacién geografica de los sistemas
modelos, el porcentaje de sobrevivencia de las personas mayores lesionadas o la

edad especifica del indice de incidencia[3].

Nivel neurologico y magnitud de la lesion

Personas con tetraplejia han sostenido dafio en uno de los ocho segmentos
cervicales de la médula espinal; aquellos con paraplejia tienen lesiones en las
regiones tordcica, lumbar, o sacro de la médula espinal. Desde el 2000, la categoria
mas frecuente al dar de alta a las personas reportadas al banco de datos es
tetraplejia incompleta (34.1%), seguido por paraplejia completa (23.0%), tetraplejia
completa (18.3%), y paraplejia incompleta (18.5%). Menos de 1% de personas
experimentaron recuperacion neuroldgica completa al tiempo de salir del hospital.

El porcentaje de personas con tetraplejia incompleta ha disminuido mientras

paraplejia completa y tetraplejia completa han incrementado [8].



Patofisiologia

Hay tres fases en la respuesta de la LTME que ocurren después de la lesion: los
procesos agudos, secundarios, y cronicos de lesion.

La lesién primaria abarca la destruccién focal del tejido fino de los nervios
causada por trauma mecanico directo. Esta alteracién inicial da como resultado una
onda progresiva de lesiéon secundaria, que activa una cascada de mecanismos
patofisioldgicos nocivos que exacerba la LTME. Pues esto conduce a la destruccién
de las zonas axonales cercanas intactas por el trauma inicial, por lo que resulta en un

impedimento importante para la recuperacién funcional después de una LTME.

Lesion primaria

En el impacto inicial o lesion primaria, hay dafios mecanicos inmediatos al tejido
nervioso y a otros tejidos, incluyendo las células endoteliales de la vasculatura. Asi,
la necrosis, o muerte celular, resultado de alteraciones mecanicos e isquémicos, es
instantdnea, y en lesién por contusién, parece ser mas predominantes en la materia
gris de la médula espinal que en la materia blanca, dando por resultado un anillo de
materia blanca preservada en el sitio de contusion. Esto debido a la consistencia
suave y ala naturaleza altamente vascular de esta region [9].

La durabilidad axonal después de la LTME también depende de la presencia de
mielina. La lesién por contusién puede causar un dafio difuso mayor del axén con
fibras mielinizadas debido a que son las mas vulnerables. Con la persistencia de la
compresion en la médula espinal, ocurren los acontecimientos moleculares y

celulares especificos que se desarrollan en mecanismos secundarios de lesién.
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Fig. 3 Histologias de médula espinal 1 hora y 60 dias post lesién. La
pérdida de células continua radialmente en todas direcciones, de modo
que la lesion se expande con el tiempo. Alrededor de 60 dias post lesion,
sé6lo queda un delgado aro de materia blanca (derecha). Es evidente que la
muerte celular se produce masiva e inmediatamente después del impacto
inicial en el epicentro [10], (modificada de [10]).

Lesion secundaria

Los procesos secundarios y crénicos de lesién, inician dentro de minutos y
semanas después de lesién, Aparte de la hemorragia en la materia gris, la lesién
primaria no causa un dafio total a la médula espinal a pesar de la muerte directa de
las células que ocurre en el sitio de lesién. Sin embargo, con el advenimiento de
mecanismos perjudiciales secundarios este cuadro cambia drasticamente. El signo
mas rdpido (2 h) es la expansion de la hemorragia en el sitio de lesién y la aparicién
de numerosas hemorragias locales. Después de eso (6 h), una sombra rodea la lesién
primaria y el edema predomina en la materia blanca. Al primer dia del trauma (12 a
24 h) los focos hemorragicos contintian expandiéndose y llegan a ser mas
confluentes. Ademas, junto a la lesién, la materia gris y blanca pierden su definicién,

se convierte mas suave e inflamada debido al incremento del edema [11]. La




Crecimiento _____

Formacion de un
nuevo circuito

sitio es mucho mas amplio de la lesion primaria.

0

hemorragia sigue siendo evidente por 3 dias, al octavo dia post lesidn se detiene y el

Materia Gris

Canal ependimario

Materia Blanca

Macrofagos y
degeneracion

Wallrianana
Reactividad gfal: C.icatriz: )
astrocitos yg r Fibroblastos, células
microglia =~ 1 de Schwanny glia
i reactiva
Quiste |
Regeneracion fallida
Desmielinizacion )
Piel
Moléculas %
hinibidoras g i 4
de <
crecimiento
Y Craneal
o Anterior Posterior
3\ 1 Caudal

© Neurconas corticales

/ o
Musculo :

Atrofiado © Neuronas Sensitivas

© Interneuronas

© Neuronas motoras
é © Células muertas

Fig. 4 Esquema de médula espinal después de Lesién de médula espinal.
Se muestra un corte sagital con una lesién de médula espinal en la regién
cervical, representando una combinacién de caracteristicas de diversos
tipos de lesion. Muchas células mueren inmediatamente, asi como
progresivamente, después de la lesién de médula espinal. Los quistes se
forman generalmente después del daiio inicial. Después las células del
sistema nervioso periférico invaden a menudo el sitio de lesién para
formar una cicatriz de tejido fino conectivo, que incorpora astrocitos y
microglia. Muchos axones ascendentes y descendentes se interrumpen y
no pueden regenerar. Algunos axones forman nuevos circuitos con las
neuronas motoras via interneuronas. En el sitio de la formaciéon del
quiste, los axones pueden brotar en los trabéculos que se forman de las
células ependimarias. Segmentos desconectados desmielinizados del
axén son fagocitados por los macréfagos. Alguna remielinizaciéon
espontanea ocurre, en gran parte junto a las células de Schwann del
sistema nervioso periférico, mientras que los miisculos desnervados se
atrofian [12].




En 21 dias post lesion, la médula espinal ha desarrollado cavidades claramente
visibles, que alrededor de la 142 semana se unen para formar grandes regiones
enquistadas. Estas regiones son rodeadas por una cicatriz que se origina
principalmente de glia y en un grado inferior del sistema nervioso periférico (SNP).
En etapas mas cronicas de LME, la secuela patofisiolégica conduce a atrofia de la
médula en el sitio de lesion primaria. Sin embargo, debido a la degeneracion
Walleriana en las zonas ascendentes y descendentes, la atrofia de la médula puede
también ser rostral y caudal al sitio del trauma inicial.

Una cascada de acontecimientos patofisiologicos que causan necrosis y apoptosis

da como resultado la biologia de la lesion secundaria después de la LTME (Fig. 4).

Interrupcion axonal y degeneracion Walleriana.

La patologia axonal que sigue la LTME es crénica. Desde 15 minutos después de
lesién existe hinchazén del axdén. En este momento, también existe ruptura de
mielina, y alrededor de 24 horas, el contenido axonal se puede observar en el
espacio extracelular. Los axoplasmas neuronales experimentan también cambio;
exhiben un aspecto granular con desorden en sus neurofilamentos y en muchos
axones hay una abundancia inusual de organelos intracelulares. Conforme pasa el
tiempo, hay otras caracteristicas patoldgicas de axones daifiados, tales como la
desmielinizacién extensa y conos abortivos de crecimiento que se incrementan. De
hecho, por 24 horas, un fenémeno comin es el aspecto de los axones gigantes
(mayor de 40 mm), que exhiben una combinacién de todas las caracteristicas
patolégicas ya mencionadas anteriormente [13]. Estos cambios del axén son
acompaifiados en ultima instancia por la degeneracion Walleriana, que en roedores
dura por varios meses y en los seres humanos por afos [14]. La degeneracion
Walleriana se describe como la fulminacién de los segmentos axonales separados de
su soma neuronal. El proceso comienza con la degeneracion de fibras separadas, que
es acompafada por la fragmentaciéon de su mielina asociada. Contintia con la
acumulacién de los restos y culmina con la fagocitosis de estos por los macréfagos y

la microglia. Como la lesiéon primaria separa zonas axonales ascendentes y




descendentes, la degeneracién Walleriana actiia rostral y caudal a la lesién inicial
[15].

El principal déficit funcional asociado a la LTME, se presenta con la interrupcién
de zonas espinales ascendentes y descendentes. Cuando los axones de las zonas
espinales ascendentes y descendentes son dafiados, el segmento distal experimenta
la degeneracion Walleriana y el segmento proximo no puede regenerarse con éxito.
Por lo tanto, la informacién (sensorial) ascendente no alcanza el sitio supraespinal y
los sistemas descendentes motores y autonémicos se desconectan, incluyendo los
generadores centrales de patrones, que son responsables de la funcién locomotora

coordinada [16].
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Uso de Polimeros Sintetizados por
Plasma Derivados del Pirrol para la
neuroproteccidon y reconexion del
Sistema Nervioso Central

Se ha reportado el uso de diferentes materiales para reparar el tejido después de
una LTME. Estos materiales incluyen tejido vivo como implantes de células madre
[17], revestimiento de células olfatorias, implante de células de Schwann [18],
implante de factores tréficos e injertos de médula espinal embrionaria con el
objetivo de facilitar el crecimiento de nueva materia blanca y la restauracion de su
funcionalidad [19]. Sin embrago, hasta la fecha han sido poco eficaces.

Otro enfoque para la reparacion y reconexion de la LTME es el uso de
biomateriales inertes [20]. Se ha reportado el uso de implantes de filamento de
carbono para promover la regeneracién axonal en un modelo de LTME en rata [21],
en dicho trabajo los autores muestran el potencial uso de filamentos de carbén como
superficie de adhesion para dirigir el recrecimiento axonal. Diversas estrategias
para recuperar las funciones perdidas de la médula espinal incluyendo el uso de
implantes poliméricos se han reportado [20]. La mayorfa de los implantes
poliméricos utilizados hasta la fecha no han sido capaces de mejorar
significativamente ni las funciones motoras ni las funciones sensoriales de los
animales sometidos a pruebas después de una seccién completa de la médula
espinal [22].

Por otro lado, el uso de materiales derivados del pirrol se ha convertido en una
alternativa interesante para la reparacion de tejidos. Compuesto por aminas
heterociclicas, el pirrol (PPy) es un material semiconductor con uso potencial en la
préxima generacion de sensores, baterias y diodos. Las capacidades eléctricas del
PPy tienen su origen en los dobles enlaces conjugados existentes en las moléculas
heterociclicas [23,24]. En aplicaciones biolégicas, la biocompatibilidad vy

bioestabilidad del PPy ha sido probada, tanto in vitro como in vivo [25-27]. Por lo
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tanto, aplicando sus propiedades eléctricas y bioldgicas, el PPy puede ser usado para
crear nuevas tecnologias de bioingenieria para modificar funciones celulares, como
la migracién [28], adhesién [29] o sintesis [30] de ADN, entre otros. Algunos
estudios han demostrado que el PPy estimula el crecimiento de células neuronales
[31]. Otros polimeros con diferente estructura a la de polipirroles se han estudiado
como implantes en la LTME de ratas. Por ejemplo, Olson et al. [32] estudiaron el
efecto de células madre y células de Schwann sobre andamios de polimeros
biodegradables encontrando que la evaluacién de la recuperacién motora en la
escala Basso-Beattie y Bresnahan (BBB) [33] no mostré diferencia significativa de
los animales implantados en comparacién con el grupo control.

La sintesis de materiales poliméricos sintetizados del pirrol se lleva a cabo con
frecuencia mediante quimica oxidativa o métodos electroquimicos. Sin embargo, los
polimeros obtenidos por estos métodos deben ser cuidadosamente purificados
antes de aplicarlos a sistemas vivos, debido a que las impurezas y la contaminacién
con disolventes y catalizadores atrapados en las cadenas pueden tener efectos
colaterales en tales sistemas [23]. El uso de plasmas como agentes ionizantes para
generar iones, electrones, fotones, y moléculas en estado electrénico excitado es una
alternativa para promover la propagacion de las reacciones de polimerizacién sin
contaminantes, en lugar de reactivos cataliticos, porque en este método de
polimerizacién sélo participa los mondmeros iniciales y los productos son
oligdmeros y polimeros con diferentes pesos moleculares [24].

Hemos empleado el PPy dopado con Yodo (PPy/I) y el copolimero de PPy y
polietilenglicol (PPy/PEG) sintetizados por plasma como implantes en la LTME de
ratas. El dopaje de PPy/I se utiliza con la intenciéon de aumentar la conductividad
eléctrica del PPy. El copolimero PPy/PEG se emplea con el objetivo de afiadir grupos
oxigenados a las redes de PPy para aumentar la afinidad de los copolimeros con los
fluidos de la médula espinal. En donde ocho semanas después del implante, los
polimeros se integraron con el tejido de la médula espinal con baja respuesta
inflamatoria de los tejidos del huésped, lo que permite la proliferacién celular y el
aumento de la preservacion del tejido [23]. También hemos reportado que las ratas
implantadas con PPy sintetizados por plasma después de la LTME son capaces de

movimientos voluntarios de hasta tres articulaciones en las extremidades
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posteriores. Se obtuvo la mas alta recuperacién cuando el PPy fue dopado con yodo,
con una recuperacién de mas del doble que los de los animales sin implantes. Los
resultados indican que es posible reducir la paralisis producida en LTME cuando el
PPy/1 es implantado inmediatamente después de la lesion [34].

En estudios de inmunofluorescencia se pudo identificar la expresion de B-III
tubulina (proteina que forma parte de los microtiibulos del citoesqueleto) en
animales con PPy/I lo que sugiere que el polimero podria estar participando en
procesos de plasticidad neuronal asi como un incremento en la neuroproteccién.
También el uso de PPy/l a demostrado resultados benéficos en cuanto a los
procesos isquémico y apoptotico [35] en LTME.

Los polimeros sintetizados por plasma implantados en el tejido de la médula
espinal estdn siendo estudiados. Teniendo en cuenta sus propiedades, actualmente
se estdn desarrollando muchos estudios relacionados con las técnicas de sintesis de
plasma, las caracteristicas fisico-quimicas de los polimeros, el tamafo de las
particulas, las técnicas de implantacién en la LTME, los procesos de integracién con
el tejido, los mecanismos de neuroproteccién y/o regeneracioén que se expresan; con
el fin de ampliar su uso en lesiones de la médula espinal. También se estan
desarrollando posibles terapias donde se combinan diversos métodos de
recuperacién funcional como el uso combinado con proteina albiumina (Omar Fabela
et al.) por ejemplo.

El uso de polimeros sintetizados por plasma derivados del pirrol para la
neuroproteccion y la reconexion del sistema nervioso central cuanta con patentes

aceptadas en Rusia [36], 1a Unién Europea [37] y Estados Unidos [38)].
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Imagenes por Resonancia Magnética

Desde el punto de vista de la mecanica clasica la Resonancia es un fenémeno
oscilatorio que puede representarse por una senoidal con amplitud y frecuencia
propia, y magnitud finita. Si un objeto se encuentra en presencia de una onda cuya
frecuencia corresponda a la suya propia, entra en movimiento, su amplitud aumenta
y entra en resonancia. La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una herramienta
que permite el estudio de propiedades fisicas y quimicas a pequefia escala, de
acuerdo con la capacidad del sistema. Una aplicaciéon especifica de la RMN es la
obtencién de iméagenes (IRM). La IRM es capaz de producir imagenes de 6rganos
internos y estructuras de seres vivos de forma relativamente no alterada [39], con
una excelente resolucion del contraste entre tejidos blandos [40]. La IRM se basa en
la capacidad de algunos nicleos atdmicos para reaccionar a ondas de
radiofrecuencia (RF) cuando son sometidos al efecto de un campo magnético. Dicha
capacidad genera una sefial que se detecta por un receptor y es procesada por una
computadora para producir imagenes.

La IRM fue desarrollada en los 80°s y es un proceso complejo basado en el
fendmeno de RMN, fenémeno descubierto por Bloch [41] y Purcell en 1946 [42]. El
concepto de extenderla a estudios in vivo en los humanos se atribuye a Jasper
Jackson, quien produjo la primera sefial de RM de un animal vivo. Lauterbur y
Mansfield ganaron el premio Nobel por sus descubrimientos y aportaciones en IMR.

La adquisicion de imagenes, esta relacionado con la intensidad de la sefial en la
region de interés, es dependiente de parametros intrinsecos como la densidad de
protones, tiempos de relajacion longitudinal T1 (espin-red) y de relajacion
transversal T2 (espin-espin), movimientos moleculares, efectos de susceptibilidad y
cambios quimicos.

La magnetizacién longitudinal es la componente del vector de magnetizacion M
que es paralela al campo principal Bo. El proceso en que la magnetizacién se
recupera en equilibrio térmico, esta definida por la ecuacién (1.1), caracterizada por

el tiempo de relajacion longitudinal T1.
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£
Mz(t) = Mz(O) (1 —e_ﬁ) (1 1)

El componente de magnetizacion M perpendicular al campo principal By es

llamado magnetizacion transversal Myy. El comportamiento del decaimiento de esta

componente es llamado relajacién transversal y esta caracterizado por la constante

de tiempo T2 (Ec. 1.2).
o
Myy(t) = Mxy(0) (emﬁ) (1.2)

El contraste en IRM esta basado en la diferencia de la intensidad de la sefial entre
areas de composicién distinta en una imagen. De acuerdo a esto, una imagen se
forma mediante la medicién de energia disponible en cada uno de los tejidos en un
instante determinado. Las imagenes en T1 tienen un contraste muy distinto a las
imagenes con contraste T2 y de igual manera, tienen utilidad y contenido
diagndstico muy distinto. Una imagen de contraste T1 da informacién anatémica,

mientras que una imagen de contraste T2 da informacién patoldgica.

y A A z z z Zz
se W o e
G (Y ) G D &
y oSyl Ry A Ry LAY

Tiempo > Tiempo >

Fig. 5 Los dos principales mecanismos de contraste en imagenes por
resonancia magnética: T1 y T2. T1, mostrado a la izquierda, describe
c6mo el equilibrio de la magnetizacion longitudinal (eje z) se restablece
después de ser afectado. T2, ilustrada a la derecha, muestra el
decaimiento de la sefial de resonancia magnética una vez que fue
generada [43].

Después de que un pulso de 90° es aplicado al tejido en equilibrio térmico en un
campo magnético estatico, una sefial generada por la libre precesién del vector de

magnetizacion alrededor de BO que decrece con el tiempo (Free Induction Decay,

15




FID) es registrada. En este proceso, la magnetizacién al equilibrio My apunta a lo
largo de la direccién del campo magnético estético, es rotada en el plano transverso
con lo que la magnetizacién del plano transverso Myy tiene la magnitud M. A través
del tiempo la componente de magnetizacion transversa disminuye. Si otro pulso de
90° es aplicado al tejido antes que la magnetizacion longitudinal retorne al valor de
equilibrio de My, la magnetizacion en el plano transverso sera menor que My y la
amplitud de la sefial FID resultante se reducird comparada con la sefial inicial. La
amplitud de las sefiales FID es afectada por la magnitud de la magnetizacién al
equilibrio My, el cual a su vez, es afectado por la densidad de protones en el tejido. La
FID también es afectada por el tiempo de relajacién del tejido y el intervalo de
tiempo entre los dos pulsos de 90° (TR), a mayor tiempo de relajacién o menor
periodo de tiempo, menor amplitud de FID. En un tejido con la misma densidad de
protones la FID sera derivada del tejido que tiene mayor tiempo de relajacion y ése
tejido aparecera oscuro en la imagen. Las areas brillantes en la imagen
corresponderan a tejido con mayor energia disponible en un tiempo TR corto,
mientras que tejidos con tiempos de relajacién mayores apareceran oscuros. El
contraste maximo entre dos tejidos se obtiene con un tiempo de TR igual al

promedio del tiempo de relajacion T1 de los tejidos.

Imagenes por Tensor Difusion

Debido a la agitacion térmica, las moléculas de agua libre, se encuentran en
continuo movimiento, por lo que su posicién y orientacién espacial cambian de
forma aleatoria; esto es conocido como movimiento Browniano o difusién molecular.
El efecto de difusién libre implica que si colocamos en un punto cualquiera, una gran
concentracion de moléculas, estas, al paso del tiempo se dispersaran, como una gota
de tinta en un vaso de agua, alejandose del punto inicial en forma simétrica,
disminuyendo su concentracién del punto de partida y alcanzando mayores
distancias, este espacio se puede medir mediante la cuantificacion de un radio

promedio de la distribucion. El calculo r se determina estadisticamente, ya que
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forma una distribucién gaussiana(Fig. 6) cuya mediana seria nula ya que la
probabilidad de desplazarse en una direccién es idéntica a la de desplazarse en
sentido contrario, pero la varianza de la distancia recorrida es proporcional al
tiempo (ecuacion de Einstein de la difusion, Ec.1.3).
r= v2nDt (1.3)

La varianza ésta dada por el cuadrado del radio promedio de la distribucién. D es
un parametro que depende del medio y recibe el nombre de coeficiente de difusion y
se caracteriza por la movilidad de las moléculas en el medio considerado. La
ecuacion anterior (1.3) es basica de la difusién libre donde se muestra que el
desplazamiento crece dependiendo tan solo de la raiz cuadrada del tiempo

transcurrido.

to t4 t2

Fig. 6 Esquema de la variacion de la distribucion de una poblacién
molecular con el tiempo en difusion libre. En cada instante la poblacién
adopta una distribucién gaussiana. En la grifica se representa la
distribucién molecular en diferentes momentos (t0, t1 y t2), se observa
que la concentracién en el centro disminuye debido a la dispersién y el
espacio alcanzando es cada vez mayor [44].

Por ejemplo, si comparamos el desplazamiento por difusion de una molécula de

agua libre en un medio con un coeficiente de difusion de D= 105 cm?/s (valor
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normal del tejido cerebral) y el desplazamiento de una molécula de agua llevada por
el flujo dentro de un capilar a una velocidad de 1 mm/s, se observara que en 2 ms
cada molécula se mueve 2 micras, pero para recorrer 20 micras, la molécula de agua
en el capilar tardard 20 ms y la molécula de agua en difusién tardara 200 ms, por lo
anterior, es bien conocido que la difusién es eficiente para el movimiento de
moléculas en cortas distancias pero ineficiente para el transporte en largas
distancias. La sefial de RM es sensible a estos pequeiios desplazamientos de
traslacién molecular del agua libre.

Una secuencia estandar Spin Echo (SE) se muestra en la Fig. 7. El pulso de
radiofrecuencia de 90° rota el vector de magnetizacién al plano horizontal. Los
espines precesan en la frecuencia de Larmor pero inician un desfase debido a
inhomogeneidades del campo magnético, teniendo como resultado el decaimiento
de la seiial. El pulso de 1800 invierte la dispersion de las fases, induciendo después

en los espines un re enfase, provocando entonces un eco (echo) [45].

TE

P N

90° 180° Spin echo

Fig. 7 Secuencia Spin Echo. El pulso de radiofrecuencia de 90° produce
magnetizacién transversa (primer circulo). Los espines comienzan a
desfasar debido a inhomogeneidades del campo magnético (flechas roja,
azul y negra en el segundo circulo). El pulso de 180° invierte la dispersion
de la fase (tercer circulo). Los espines después se reenfasan y
produciendo un eco (cuarto circulo) [45], modificada de [46].

La adicién de dos pulsos de gradiente que inducen una dependencia espacial en

el cambio de la fase, hace esta secuencia sensible a los efectos de difusién (Fig. 8)
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[47]. Para espines estaticos (sin difusion), el cambio en la fase inducido por dos
gradientes opuestos, se cancelan. Mientras que para espines en movimiento (con
difusién), no se cancelan por completo dando lugar a la dispersién de la fase
restante y a una mayor atenuacién de la sefial [48]. El grado de atenuacion de la
sefial esta definido por la ecuacion de Stejskal y Tanner (Ec. 1.4), el método de
Stejskal y Tanner, es el método mas extendido en la clinica para obtener imagenes
sensibles a la difusion. El grado de difusion esta descrito por el valor b, el cual es un
parametro que esta determinado por el tipo de gradiente. En el esquema de Stejskal-

Tanner (Fig. 8), el valor b esta dado por la ecuacién 1.4, dénde:

¢ Duracion ()

e Fuerza (G) del pulso de gradiente y

* Elintervalo entre dos pulsos (A):

* yproporcion giré magnética del protén de hidrégeno (42.58 MHz/T)

b = y*G282 (A - g) (1.4)
£- TE N
ya A N
90° 5 180° Spin echo

Fig. 8 Diagrama de la secuencia de Stejskal-Tanner para el calculo de la
difusiéon. La ponderacién en difusién es funcién de la duracion del
gradiente (8), de la amplitud del gradiente (G) y del intervalo entre los
gradientes de difusion (A). La duracién del gradiente y el intervalo entre
gradientes determina el tiempo durante el cual se mide la difusién que se
denomina tiempo de difusion [44]. Secuencia gradiente espin eco (PGSE
por sus siglas en ingles: pulsed gradient spin echo). La secuencia espin eco
es modificada con la adicién de dos pulsos de gradiente (bloques grises)
[46].
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El valor b puede incrementarse usando pulsos fuertes (G) y largos (8) o por
alargamiento del tiempo entre los pulsos (A). Las dos tltimas aumentan el TE y por
tanto la ponderacién en T2.

Si el valor b es pequefio, la sensibilidad a los movimientos de difusién es minima
y el contraste T2 es dominante. Para eliminar la contaminacién T2, es preciso
obtener imagenes calculadas a partir de imagenes con diferentes valores b,
preferentemente con diferentes valores de la amplitud del gradiente.

Adicionando los gradientes de difusién a una secuencia cualesquiera de RM se
forman las imagenes ponderadas en difusién (DWI, por sus siglas en ingles difussion-
weighted imaging). La intensidad de sefial de cada voxel en una imagen DWI esta
influenciada por el cambio del valor b, la secuencia de pulso y por parimetros
intrinsecos de los tejidos.

Estos experimentos de difusiéon pueden ser extendidos a tres dimensiones para

aplicar gradientes de difusion en cualquier direccién (Fig. 9).

90° 180° Spin echo
=l
GR
GP

Fig. 9 Secuencia de Difusién Spin Echo. La RF indica pulsos de 90°y 1800,
GR es el gradiente Readout (tipicamente en direccién x), GP es el
gradiente Phase-Encoding (tipicamente en direccién y) y GS es el
gradiente Slice-Select (tipicamente en direccion z). Los gradientes de
difusién (bloques gris) pueden ser aplicados como cualquier combinacién
de estas direcciones.
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La cantidad de sefial de RMN existente, en un experimento sensible a difusion
decae exponencialmente de acuerdo a D y esta definida por la siguiente ecuacion

(Ec:1.5):

S

iz g PR (1.5)

So
Donde S es la sefial obtenida con los gradientes de difusién y So es la sefal

obtenida sin el uso de gradientes de difusion, la ecuacion anterior (Ec.1.5) se puede

In (9%) = —bD (1.6)

Por lo tanto es posible determinar el coeficiente de difusién D en cada voxel de la

escribir:

imagen. En tejidos bioldgicos, 1a difusién de agua no solo depende de la temperatura
o la viscosidad; sino también de barreras semipermeables. Stejskal y Tanner
encontraron y estudiaron el efecto de las barreras y propusieron la idea de medir la
difusién de moléculas de agua restringidas variando el retardo entre los pulsos de
gradientes [49]. En tejidos biol6gicos D es llamado Coeficiente de Difusion Aparente

(ADC) por lo que (Ec.1.7):

In (Si) = —b(ADC) (1.7)

0

Adquiriendo iméagenes ponderadas en difusién con al menos 2 diferentes valores
b y con TE fijo se puede determinar el valor de ADC para cada voxel, asignando una
escala de grises a los rangos del ADC se constituye el mapa de ADC. El mapa de ADC
provee un contraste basado tinicamente en las diferencias de la difusion del agua en
los tejidos, sin contaminaciéon por la relacién T2. Las imagenes DWI pueden
demostrar cambios de sefial que no son detectadas en iméagenes T2 y actualmente
son utilizadas de manera rutinaria para la deteccién de lesiones isquémicas en el

cerebro.
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Difusion en la médula espinal

En tejidos biologicos la difusién de agua no es completamente libre, la cual
depende de la citoarquitectura del tejido.

En la sustancia blanca la difusion de las moléculas de agua, en un espacio
tridimensional, no es la misma en todas las direcciones a esto se le denomina

anisotropia (Fig. 10).

A. Difusion Isotropica B. Difusién Anisotropica

Fig. 10 Difusi6n Isotrépica y Anisotropica. (A) Moléculas de agua en el cerebro
estin en constantemente movimiento. Cuando el movimiento no tiene
restricciones, como en el fluido dentro del cerebro (los ventriculos por ejemplo,
como se ilustra del lado izquierdo), la difusién es isotrépica, lo que significa que
el movimiento ocurre de la misma forma y aleatoriamente en todas direcciones.
(B) Cuando el movimiento esta restringido, como en los tractos de materia
blanca (ilustrado en la derecha), la difusién es anisotrépica, lo que significa que
el movimiento estd orientado mas en una direccién que en otra [50].

La anisotropia de la difusion ésta causada por la orientacién de las fibras del
tracto e influenciada por las siguientes caracteristicas:

Micro estructural

* Organizacion axonal.

* Densidad de la fibra.

* Paquete neuroglial.

* Grado de mielinizacién.

¢ Didametro individual de la fibra.

Macro estructural

* Variacién en la orientacion de los tractos de la sustancia blanca.
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Tensor de difusion

En imagenes DTI, las propiedades de la difusion del agua son evaluadas usando
las coordenadas espaciales x y z, el calculo de D para coordenadas tridimensionales

se escribe (Ec.1.6):

"(5)=-2,

3 3
bi;D;j (1.6)
i=1j=1

donde cada elemento para b y D corresponden a un direccién de difusién. Asi el

tensor puede escribirse como matriz (Ec.1.7):

Dxx ny sz
D= Dyx Dyy Dyz (17)
sz Dzy Dzz

Se han propuesto diferentes esquemas para definir la cantidad de direcciones
adecuadas para determinar con precision la orientacién del tensor. Cada marca de
scanner tiene diferentes estindares y protocolos en lo que la direccién de gradientes
se refiere,

De la matriz del tensor de n elementos son calculados los eigenvalores y
eigenvectores, estos aportan los valores de la configuracién de una representacién
tridimensional de una elipsoide y su sumatoria, con la cual podemos generar un

modelo de la preferencia de difusién en la materia blanca.

Fig. 11 Elipsoides de difusion. Elipsoide linear (alargada) representa la
difusién en una sola direccién (izquierda), elipsoide plana representa
difusion en un solo plano (centro) y elipsoide esférica representa difusion
isotrépica [46].
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Los eigenvalores y eigenvectores son caracterizados para cada voxel. Los
eigenvalores reflejan la preferencia de difusion en alguna direccién de acuerdo a su

asociado eigenvector. El ADC en tres dimensiones esta dado por (Ec.1.8):
ADC = — (1.8)

Para calcular entonces el ADC pixel por pixel son necesarios n estudios de DWI
generando imagenes por tensor de difusién (DTI).

Una medida de anisotropia, es la razon de volumen (RV), representa el volumen
de la elipsoide dividida por el volumen de una esfera, cuyo radio es la difusiéon media
(Ec.1.9). Teniendo como valores 0 para la anisotropia mas alta y 1 para una difusién
isotropica.

¢ A1daA5 (1.9)

(,11 + 2, + ,13)3
3

Otra medida de anisotropia es la razén de anisotropia relativa (RA) que

representa el coeficiente de variacién de los eigenvalores. Asignando desde 0 para

isotrépico hasta ¥2 para una anisotropia infinita y se expresa con la ecuacién 1.10

(Ec.1.10).

n EJ(A—D)H(A:;D)ZH@—D)Z . 10)

La ecuacidén 1.11 es la definicion de la fraccion de anisotropia (FA), la cual mide la

fraccion de la magnitud del tensor debido a la difusién anisotrépica. Donde 0 se

asigna a una difusién isotrépicay 1 a una difusién anisotrépica (Fig. 12).

o \Ej(al—D)2+(AZ—D)2+(13—D)2 1)

A" +da” +dy”

Para representar la orientacion de los tractos de la materia blanca se asigna un
coédigo de colores de acuerdo a la preferencia de difusién asignando al eje X color
rojo, al eje Y color verde y color azul al eje Z, éstas componentes se multiplican por
algiin indice de anisotropia, la FA por ejemplo, con esto la intensidad del color

coincide con el indice de anisotropia, asi el color reflejara la orientacion del tensor.

24



F.A

N 3 e

Fig. 12 Demostraciéon de el espacio de fraccion de anisotropia (FA). El
glifo de la izquierda representa un espacio isotropico (FA = 0) y hacia la
derecha va incrementando el valor de la isotropia [51].

To)
&

099 Y

[+ 0] -«
P~ (o))
o o

L")
L 0.85

En la Fig. 13 se muestran las elipsoides que describen la FA en el espacio 3D de
acuerdo a los eigenvectores y eigenvalores calculados para cada voxel multiplicada

por el mapa de color donde se muestra la preferencia de difusion.

g 3

Fig. 13 Representacion grafica de glifos calculados a partir de la fraccién
de anisotropfa (FA) y el mapa de preferencia de difusién. Se muestra una
vista sagital, dénde cada glifo representa la FA para un voxel de acuerdo a
lo mostrado en la Fig. 12. En el centro de color rojo podemos observar la
FA para el cuerpo calloso, a su vez en un color predominantemente azul
situado en la parte baja izquierda se observa el tracto cortico espinal.
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Tractografia

La aproximaciéon empleada para el trazo de las fibras de la materia blanca es
denominado FACT, por sus siglas en ingles “Fiber Assignment by Continuous
Tracking”, 1a cual tiene una alta definicidn en la proyeccién de axones [52]. El cual se
basa en un algoritmo de propagacién lineal que usa la informacion del tensor local
para cada medida de propagacion, siempre y cuando el indice de anisotropia (FA)
del voxel a propagar este dentro de un rango definido; La localizaci6n de la fibra es
iniciada con un voxel el cual se propaga linealmente en direccién anterégrada y

retrégrada de acuerdo a principal eigenvector en cada voxel (Fig. 14).

NN

Fig. 14 Esquema que muestra el trazado de la sustancia blanca. El grado
de la difusion anisotrépica esta indicada por la escala de grises y la
direccion principal del eigenvector en cada voxel ésta indicada por una
flecha.

El paso final de el proceso es el corregistro de los tractos de la sustancia blanca

en tres dimensiones en IRM, comtinmente T2 (Fig. 15, Fig. 16 y Fig. 17).
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Fig. 15 Tractografia en Cerebro de Mono Rhesus sano. Se puede
observar la via dptica: nervio éptico (flecha amarilla), cintillas 6pticas
(flecha naranja) y las radiaciones épticas dorsales (flecha verde); también
podemos ver el tracto cortico-espinal (flecha azul), cuerpo calloso (la
flecha roja indica la parte frontal) y el férceps mayor (flecha blanca) por
mencionar algunos.
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Fig. 16 Tractografia en Cerebro de Mono Rhesus sobre el plano axial y
vista craneo-caudal de la via 6ptica. Nervio éptico (flecha amarilla),
cintillas opticas (flecha naranja), radiaciones opticas dorsales (flecha
verde), esplenio (flecha roja) y asa de Meyer (flecha azul).
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Fig. 17 Superposicién de Tractografia y Reconstruccion 3D T2W. Vista
sagital de la cabeza de un mono Rhesus sano, se observa la reconstrucciéon
tridimensional de IRM ponderada en T2, donde se destacan los globos
oculares (flecha blanca), la boca (flecha naranja) y el contorno de la
cabeza. Sobre estd reconstruccién se superpuso la tractografia para
mejorar la percepciéon espacial, se observa el tracto cortico-espinal
(flecha azul), el nervio 6ptico (flecha amarilla) y el cuerpo calloso (flecha
roja).
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Capitulo 2 Desarrollo

Experimental
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

Después de una lesién por seccién completa de la médula espinal serad posible

llevar con IRM un seguimiento prospectivo morfométrico de la zona de lesion, asi

como determinar si existe reconexion axonal, con y sin implante de polimero

semiconductor derivado del pirrol sintetizado por plasma.

Objetivos

Realizar el estudio longitudinal con IRM.

Determinar rasgos morfométricos en la zona de lesion.

Calcular cambios en los valores de la fraccion de anisotropia después de una
lesién por seccion completa de médula espinal a lo largo de los estudios de
IRM en primates no humanos.

Realizar los estudios de Tractografia, para observar el comportamiento de
los tractos a través del tiempo después de una lesion por seccion completa

de médula espinal en primates no humanos.
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Sintesis del material

La sintesis por plasma del polimero PPy/I se realizé en un reactor cilindrico de
vidrio Pirex con un diametro externo de 90 mm y 200 mm de longitud con un
volumen aproximado de 1500 cm?® acoplado a un sistema de vacio, una bomba
mecanica, a un generador de funciones sinodales y a un amplificador de voltaje . En
los extremos del tubo de vidrio se encuentran dos bridas fijas de acero inoxidable.
Cada brida en el centro tiene un acceso para un electrodo metdlico deslizable de
placas paralelas. Estos electrodos deslizables también estan construidos de acero
inoxidable y permiten situarlos a la distancia conveniente para la descarga de
resplandor. Cada electrodo se conecta eléctricamente con su brida correspondiente
de tal forma que el reactor tiene dos electrodos al mismo potencial, esto sirve para
hacer que el campo eléctrico generado entre los electrodos sea mas homogéneo.
Cada brida tiene también dos puertos de acceso. En los puertos de acceso de una
brida se conecta el sistema de vacfio, consiste de una bomba mecanica y una trampa
fria para particulas, y un medidor de presion tipo Pirani marca Edwards. Por la otra
brida se da acceso al monémero y al Yodo, los dos en fase vapor. Los productos de la
reaccion que no se depositaron como pelicula fueron colectados por un condensador

enfriado con nitrégeno liquido (Fig. 18).

Bomba de
Vacio

Electrodos

) // \\ :

lodo

Amplificador de RF

Pirrol
Sefial RF

Fig. 18 Esquema del sistema de polimerizacion por plasma. Al centro la
camara de polimerizacion, del lado derecho las entradas para los
mondémeros, en este caso pirrol o Yodo, del lado izquierdo la conexién
para la bomba de vacio.
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Las descargas de resplandor fueron realizadas por un generador de funciones de
radio frecuencia Wavetek-164 a 13.56 MHz y un amplificador de voltaje ENI A150
(Fig. 19). El mecanismo usado es de tipo resistivo a una potencia promedio de 18W,
una temperatura aproximadamente constante de 365 °K, con una presion promedio
de 1.5x10-2Torr, un potencial entre electrodos de 700 V y un tiempo total de sintesis
de 300 minutos. Las descargas de resplandor se llevaron a cabo sin gas portador,
s6lo con la atmosfera residual del reactor. El pirrol y el Yodo fueron adquiridos a
Sigma-Aldrich y se usaron sin alguna purificacion adicional.

Una vez sintetizada la pelicula de PPy/I, el reactor se lavo con acetona para
separar la pelicula del substrato y disolver los oligdmeros remanentes de pirrol. La
pelicula se dejé dentro del reactor por 24 horas en una atmoésfera de Yodo para
cerrar los radicales libres que permanecian abiertos cuando la descarga concluyo,
con este tratamiento final se busca disminuir la oxidacién de la superficie de la
pelicula y al mismo tiempo un aumento en la cantidad de Yodo, la Fig. 20 muestra
una fotografia SEM de laminas de PPy/I extraidas del reactor de polimerizacion.

Las peliculas de PPy/I fueron pulverizadas en un mortero de agata hasta obtener
un polvo fino de color marron, que fue comprimida a 9 toneladas por 10 min para
formar una tableta delgada, la cual fue implantada en las ratas. FTR-IR, TGA y

analisis morfolégico de las peliculas fueron realizados antes de la compresidn.

Fig. 19 Reactor de polimerizacién por plasma. Este reactor se encuentra
en la UAM-Iztapalapa en el laboratorio de polimeros, Fisica. La luz intensa
es el plasma con el cual se realiza la polimerizacién.
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Fig. 20 Microfotografias SEM de polipirrol dopado con YODO. Al retirar
el polimero del reactor se obtienen laminillas (izquierda) el material es
pulverizado para general el implante. A la izquierda microfotografia
transversal del polimero se observa la forma de hojuelas caracterfstica
del polimero dopado con Yodo. La barra representa 20 pm y 2 pm
respectivamente. Fotografias tomadas en e ININ (Instituto Nacional de
Investigaciones Nucleares).
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Estudio de IRM en Lesion de Médula
Espinal de Ratas Implantadas con
PPV/I [53]

Polimeros sintetizados por plasma derivados del pirrol, han sido implantados en
ratas con lesion traumatica de médula espinal (LTME) usando un modelo de lesién
por seccién completa; los polimeros contribuyen a la recuperacién funcional
después de la lesion. La LTME se estudié usando imagenes por resonancia
magnética (IRM). Se usaron reconstrucciones 3D para seguir el arreglo estructural,
la localizacién del implante y la formacién de quistes. Las IRM muestran una clara
diferenciacion entre tejido nervioso, material implantado y quistes formados debido

a los mecanismos de dafio secundario de lesion.

Fig. 21 Reconstruccién 3D a partir de IRM de médula espinal. Vista
Axial. Se observa en azul obscuro la reconstruccién de materia gris y en
azul claro la correspondiente a materia blanca, en rojo se observan la
reconstruccién de meninges. Las imagenes fueron tomadas en un equipo
Varian 7T, con una secuencia estandar gradiente eco.
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Modelo de Lesion e Implante

El presente trabajo siguié los lineamientos establecidos en el reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. Se emplearon 16
ratas de la cepa Long Evans, hembras adultas entre 12-14 semanas de edad con

peso corporal de entre 230 gry 250 gr, divididas en 2 grupos:

* Grupo Control. El cual consistié de ocho ratas a las cuales se les practico una
seccion completa de la médula espinal a nivel de la 9a vértebra torécica (T9).

* Grupo PPy/l. Que consistié de ocho ratas a las cuales se le aplicé el mismo
procedimiento quirdrgico y se les implanté una pastilla de polimero PPy/1.

Fig. 22 Reconstruccién de laminectomia realizada. La flecha amarilla
indica la posicion de las apéfisis espinosas extirpadas (T-9, T-10) y la
extension de la laminectomia en el modelo de lesién.

Para realizar la lesion por seccién completa de médula espinal los animales se anestesiaron por

via intramuscular con una mezcla de 77.5 mg de ketamina y 12.5 mg de hidrocloruro de xilacina

por kg/peso corporal. Después de la anestesia, los animales fueron sometidos a una cirugia en la
que se les practicé una incision sagital en la piel seguida de una diseccién de los misculos

paravertebrales de las apdfisis espinosas. Se extirparon 2 apdfisis espinosas de T9 a T10 (

Fig. 22) para observar los procesos laminares de esas vértebras.
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Fig. 23 Médula espinal de rata expuesta. Resultado del proceso de
laminectomia en médula espinal de rata, se observa en el centro de la
fotografia la médula espinal expuesta (region blanca, entre las pinzas)
con la arteria espinal posterior atravesandola. La lesion para el modelo
en ratas se realizé en proyecto CAMINA A.C.

Finalmente se realizo una laminectomia de 2 niveles, extendiéndola
bilateralmente hasta los procesos facetarios (Fig. 23). Las meninges se mantuvieron
intactas. Una vez concluida la laminectomia se realizé una incision longitudinal en
meninges de aproximadamente Smm de largo, referenciando ambos lados de la
incision con un punto simple de sutura de 10-0 (Polipropileno deknatel),
posteriormente se hizo un corte transversal completo de la médula espinal, se
corroboré mediante gancho de microcirugia y microscopio quirtirgico que ninguna
via nerviosa quedara conectada.

Inmediatamente después de terminar el proceso de lesién por seccién completa
de la médula espinal en las ratas, justo en el sitio de seccion se introdujo en forma
transversal un trozo de pastilla de polimero de aproximadamente 3mm de diametro
a los sujetos asignados al grupo PPy/I (Fig. 24), posteriormente a ambos grupos se

les paso6 una sutura de 10-0 a través de las meninges con puntos simples de sutura.
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Fig. 24 Médula espinal de rata extirpada con seccién completa con
polimero a través de ella (pastilla en la zona central de color obscuro).

Finalmente, la incisién quirturgica se suturo en 2 planos. La fascia muscular y la
piel con puntos simples y continuos respectivamente de 5-0 (polipropileno
monofilamento).

Después de la cirugia todos los animales recibieron 200 ml de penicilina
benzatinica i.m. (1°200,000 u.i.) y antipirético (acetaminofen) disuelto en el agua de
bebida durante 3 dias, posteriormente los animales fueron alimentados con una

dieta a base de alimento comercial y agua ad libitum.

Imadgenes de Resonancia Magnética

Estudios de IRM fueron realizados en un escaner Varian 7T. Usando secuencias

estandares gradiente-eco (GEMS) con los parametros de adquisicion:

* TE/TR: 4/15ms.

*  FOV: 60x60mm.

e Angle: 202,

*  Matriz size: 256X256.
e Thickness: Imm.

e NEX:6.
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Fig. 25 IRM adquirida en equipo Varian 7T con secuencia estandar
gradiente eco. Vista axial, se observa la apofisis espinosa (flecha
amarilla), disco vertebral (flecha roja) y médula espinal (flecha azul), se
identifica también la materia gris en forma de “H".

En la Fig. 25 se ejemplifican imagenes obtenidas fuera de la zona de la lesion; en
el centro superior de la Fig. 25 se puede observar la citoarquitectura intacta del
tejido nervioso, donde la caracteristica principal es la forma “H” de la materia

blanca, rodeada por el disco vertebral en negro.

Obtencion de Médula Espinal de Ratas
Lesionadas y Procedimiento Histologico

Las ratas de la cepa Long Evans, hembras adultas de entre 12-14 semanas de
edad con peso corporal entre 230 gry 250 gr fueron anestesiados con una mezcla de
12.5 mg y 77.5 mg de clorhidrato de ketamina y xilazina por kg/peso corporal,

después se perfundieron por via intracardiaca con 200 ml de solucién salina con
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1000 UI de heparina, seguido de 500 ml de formaldehido al 10%. Ambas soluciones
se transfunden a una velocidad de 30 ml/min con una bomba peristaltica. Después
de la perfusion, la médula espinal se removié (Fig. 24) para obtener un segmento de
aproximadamente 2 cm a partir del epicentro de la lesién. Se obtuvieron 10
muestras longitudinales secuenciales con un micrétomo de rotacién automatica con
un espesor de 10 um cada una. Los segmentos se transfirieron a un bafio de agua a
45 oC (cada litro de agua tenia 0.5 gr de gelatina bacterioldgica) y luego se colocan
en portaobjetos de vidrio para posteriormente ser tefiidas con el procedimiento de

rutina de hematoxilina-eosina.
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Tractografia DTl en Lesion de
Médula Espinal con Implante de
Polimero PPy/l Sintetizado por
Plasma en Mono Rhesus (Macaca
Mulatta)

Estudios en modelos animales han contribuido en gran medida a una mayor
comprension de la fisiopatologia de la LTME y han servido para poner a prueba
varias estrategias de tratamiento dirigidas a recuperar la funcién motora y sensorial
permanentemente; asi como para prevenir secuelas neurolégicas. Sin embargo, no
ha sido posible traducir estos hallazgos eficazmente a mejorar los tratamientos para
la LTME en humano.

La traduccién de los estudios con roedores a los seres humanos ha sido limitada y
esto es debido a las diferencias en tamafio, metabolismo, caracteristicas
neuroanatémicas y neurofuncionales entre ambas especies [54,55]. Por lo tanto,
para facilitar la traduccién de los avances producidos en el laboratorio a la clinica,
esta siendo altamente recomendable el uso de primates no humanos [54,56].

Para este estudio se utilizaron dos monos Rhesus (Macaca Mulatta) hembras
provenientes de proyecto Camina A.C. Fueron seleccionados de acuerdo a su aspecto
general saludable, movilidad, signos vitales saludables y quimica sanguinea (sin
informacién patolégica).

A ambos primates no humanos (PNH) se les realizé la lesién por seccion
completa de la médula espinal (LPSCME), a uno de ellos se le implanto el PPy/I (RH-
I) y al otro solo se le practicé la lesion (RH-C).

Un mes antes de iniciar los procedimientos experimentales, los animales se
desplazan de su tropa hacia una jaula (70 cm de ancho, 90 cm de profundidad, y 150
cm de altura). Fueron mantenidos ad libitum con pellets Purina Monkey Diet 5045®

(PMI Nutrition International, St. Louis, MO, USA) y agua.
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Para manejar a los animales, se empled un sistema Pole-and-Collar (Primate

Products Inc.,, Immokalee, FL, EE.UU.) que garantizé la seguridad del manejador.

Fig. [53] Mono Rhesus con sistema Pole-and-Collar, que garantizé la
seguridad del manejador

Los animales fueron tratados en conformidad con los lineamientos éticos de
nuestra Institucion, de acuerdo a “National Institutes of Health Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals”. Asi mismo el experimento estuvo avalado por los

comités de ética de: CAMINA A.C,LM.SS. y CI3M.

Modelo de lesion e Implante en Mono
Rhesus

El modelo de lesién fue realizado en el quiréfano del CI3M. La cirugia fue
realizada por el Dr. José Efrén Israel Grijalva Otero y la Dra. Hermelinda Salgado-
Ceballos con apoyo de nuestro grupo de investigacion, del grupo de investigacion de
Bioinvert y del grupo de investigacién del CI3M. En lo particular realicé la labor de

circulante del Dr. Grijalva.
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El PNH mantuvo un periodo de ayuno de 12 horas como parte del manejo pre
operatorio. Una hora antes de la cirugia se contuvo fisicamente para administrar
Tiletamina-Zolacepam (Zoletil®) en una dosificacion de 4mg/Kg. por via
intramuscular. Se colocé un catéter numero 22 (Becton Dickinson Insyte® 0.09x 25
mm) en la vena safenay se transfundieron 20 ml de solucién tibia de glucosa al 5%,
y posteriormente 500 ml de cloruro de sodio a 0.09% para pasar en dos horas. Se
administré por via intravenosa, 50 mg/kg de ceftriaxonay 1 mg/kg de tramadol. Se
monitorearon la frecuencia cardiaca, respiratoria, temperatura y saturacion de
oxigeno, asi como llenado capilar y coloracién de mucosas, de forma continua en
todo el tiempo pre quirdrgico y tras quirtrgico, el monitoreo se llevo a cabo con
electrodos cutaneos (conductores eléctricos) aplicados en la superficie de la piel, en
las palmas de las manos y en la planta del pie izquierdo mediante un equipo para
constantes fisiol6gicas marca Ohmeda Cardiocap/5®. Para la induccién de la
anestesia se administro propofol 5 mg/kg por via intravenosa. Se vigilaron los
reflejos palpebral y deglutorio para que en el momento que desaparecieran se
realizara la intubacién. Se administro atropina 0.02 mg/kg por via intravenosa, y se
procedio a intubar al PNH utilizando una sonda endotraqueal con globo del No. 3.5y
un laringoscopio marca Gowllands®. Una vez intubada la traquea se administro
isoflurano a 3% con vaporizador. Durante el transoperatorio se baj6é la
concentraciéon del isoflurano a 2% manteniéndose asi durante la intervencién

quirurgica (Fig. 26).
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Fig. 26 Preparacion de Rhesus para lesion por seccién completa de
médula espinal. Realizada en el quiréfano del CI3M. La cirugia fue
realizada por el Dr. José Efrén Israel Grijalva Otero con apoyo de nuestro
grupo de investigacion, el grupo de Biolnverty el grupo del CI3M.

Posteriormente fueron sometidos a una cirugia en la que se les practicé una
incision sagital en la piel seguida de una diseccién de los misculos paravertebrales

(Fig. 27) hasta dejar las apofisis espinosas expuestas.

Fig. 27 Modelo de lesién en mono Rhesus. Se observa la incision sagital
realizada en la piel a la altura de T9 (izquierda) y la disecci6n de los
miusculos paravertebrales (derecha).
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Fig. 28 Laminectomia en mono Rhesus.- Se observa la laminectomia
realizada y su extension. Al centro de la lesion la zona blanca es la médula
espinal expuesta, inclusive es posible visualizar la arteria espinal
posterior justo en medio de ésta.

Fig. 29 Corte transversal completo de la médula espinal. En la fotografia
el hilo que se aprecia en la parte baja de la lesion, sujeta un extremo de las
meninges seccionadas longitudinalmente, el neurocirujano (Dr. Grijalva
Otero) esta realizando el corte transversal a la médula espinal.
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Se extirp6 la apdfisis espinosa de la 92 vertebra toracica (T9) para observar los
procesos laminares de esta vértebra. A continuacion se realizé una laminectomfia,
extendiéndola bilateralmente hasta los procesos facetarios. Las meninges se
mantuvieron intactas (Fig. 28). Una vez concluida la laminectomia se realizé una
incision longitudinal en meninges, posteriormente, se hizo un corte transversal
completo de la médula espinal (Fig. 29), y se corroboro que ninguna via nerviosa
quedara conectada. Inmediatamente después justo en el sitio de seccién se introdujo
en forma transversal un trozo de pastilla de polimero al mono RH-I, de acuerdo al
tamafio de la médula espinal determinado por un estudio de IRM previo (Fig. 30 y
Fig. 31), después se paso una sutura de 10-0 a través de las meninges con puntos
simples de sutura. Finalmente, la incisién quirturgica se suturo en 2 planos.

El retiro de la entubacién se inicié con el cierre del paso de isoflurano y se retiré
la canula endotraqueal en el momento en que estuvieron presentes los reflejos
palpebral y deglutorio, asi como movimientos de brazos y piernas. Se corroboré que
las frecuencias fisiolégicas se encontraran dentro de limites normales para
desconectarlos del monitor. Lo ultimo en retirarse fue el catéter venoso
corroborando que no hubiera sangrado para llevar al PNH ala IRM.

Con una IRM posterior a la lesion (minutos después de la sutura) se corroboré la
LPSCME y la posicion del implante (en su caso) para el PNH.

Como profilactico de infecciones, Ciprofloxacin Lactate (Bayer de México S. A. de
C. V., Ciudad México, México; 10 mg/Kg) se administré via intravenosa cada 12 horas
el primer dia después de la lesién y luego una dosis intramuscular diaria de 15
mg/Kg durante 6 dias. Para la analgesia, Acetaminophen (Cilag, México) se

administro via oral en dosis de 100 mg/Kg por dia durante 2 semanas.
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Nervioso

- Canal
medular

Fig. 30 IRM ponderada en T2. Imagen 3T obtenida en el CI3M previa a la
lesibn por seccibn completa de la médula espinal. Se observa la
continuidad del tejido nervioso (flecha verde) dentro del canal medular
(entre flechas rojas), el liquido cefalorraquideo (LCR), las vertebras
toracicas 9y 12 (T9y T12).
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Fig. 31 Reconstruccién 3D de columna vertebral intacta. Esta imagen es
una reconstruccion generada a partir de la secuencia a la que pertenece la
Fig. 30. Es posible distinguir la vertebra toracica 12, siendo la ultima
costilla que se observa casi en el centro de la imagen. El acercamiento
(recuadro superior derecho) muestra un corte virtual donde se observan:
meninges, liquido cefalorraquideo y médula espinal (naranja)
respectivamente (de afuera hacia dentro) en el centro de éste.

Estudios de Imagenes por Resonancia
Magnética

Los estudios de IRM y DTI in vivo fueron tomados en el CI3M con un escaner
clinico Phillips Archieva de 3T. Para las sesiones se mantuvo un periodo de ayuno de
12 horas previas a la realizacién de la IRM. Se contuvo fisicamente para administrar
Tiletamina-Zolacepam (Zoletil®) en una dosificacion de 4mg/Kg por via

intramuscular. Una vez que los reflejos palpebral y deglutorio desaparecieron fue




colocado en posicion de dectbito supino, con las extremidades anteriores y
posteriores en extensién. Las secuencias utilizadas se listan en la Tabla 2, los
estudios fueron realizados previo a la LPSCME (base); en 0 (t0), 1 (t1), 2 (t2) y 3 (t3)
meses post LPSCME. La duracién del protocolo de IRM fue de 50 min cada estudio.

Secuencia TE(ms) TR(ms) Matriz(px) Extra

T1 : 120 2000 768x768
VISTA CLEAR

| 100 1600 800800
T2W DRIVE 3D
Tabla 2 Protocolo de Imdgenes por Resonancia Magnética.
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Capitulo 3 Resultados
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Caracterizacion del Material

Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR)

El espectro de infrarrojo que se muestra en la Fig. 32 se tomd con un
espectrofotémetro Perkin-Elmer 2000 FT-IR muestreando directamente sobre la
pelicula de PPy/I, con un intervalo de longitud de onda de 400-4000 cm™ y una

resolucién de 4 cm-1. El espectro se muestra en modo de absorcion.
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Fig. 32 Espectro de infrarrojo de PPy/I. El pico centrado en 3349 cm™!
corresponde a la vibracién de las aminas primarias y secundarias (-NHZ, -
NH) provenientes del anillo de pirrol. En 1452 cm! se encuentra la
vibracién que corresponde a los grupos metilo (C-H). El pico centrado en
1377 cm! corresponde a la vibracién de los grupos metilos (-CH3). El
cuarto pico centrado en 747cm! se encuentra la vibracién que
corresponde a los enlaces del tipo C-C.
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Como se puede apreciar en la Fig. 32 el espectro esta formado de dos bandas
amplias y complejas de absorcion caracteristicas de los polimeros sintetizados por
plasma. La primer banda se encuentra entre 2400 y 3600 cm-, en ella se puede
apreciar dos picos que sobresalen. El primero pico centrado en 3349 cm-!
corresponde a la vibracién de las aminas primarias y secundarias (-NHZ2, -NH)
provenientes del anillo de pirrol.

Como no se usaron condiciones especiales de almacenamiento de la pelicula, esta
absorbe una pequeiia cantidad de agua (como se muestra en el analisis de TGA), por
lo que en esta misma region es posible encontrar vibraciones que correspondan a
grupos O-H. El segundo pico centrado en 2932 cm! corresponde a la vibracion
asimétrica de los carbones alifaticos CH3 y CH2, indican la existencia de grupos
alquilo que se pueden originar por el rompimiento de algunos anillos de pirrol
durante la descarga de plasma.

La segunda banda compleja de absorcién se encuentra en la region de 500 a 1800
cm-l. En esta banda sobresalen 4 picos. El primero esta centrado en 1642 cmly
corresponde a las aminas primarias, secundarias y terciarias provenientes de la
estructura del pirrol, esta vibracion junto con 3349 cm-! es una confirmacién de la
existencia de estos grupos aminas. Ademds este pico es ancho porque incluye las
contribuciones de los grupos amina (C=N) y de los alquenos (C=C) provenientes de
anillos rotos de pirrol. En 1452 cm-! se encuentra la vibracién que corresponde a los
grupos metilo (C-H). El pico centrado en 1377 cm! corresponde a la vibracién de
los grupos metilos (-CH3). El cuarto pico centrado en 747 cm se encuentra la
vibracién que corresponde a los enlaces del tipo C-C.

Finalmente se tiene una absorcion intensa en la posiciéon de 2200 cm! que
corresponde a la vibracién del grupo nitrilo (C=N) este pico indica el rompimiento
de los anillos de pirrol, es una indicacién de que el PPy/I es un material ramificado y

entrecruzado.
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Propiedades eléctricas

La resistencia eléctrica del PPy /I se midié con un multimetro digital marca OTTO
MX620 en un arreglo tipo capacitivo con la pastilla situada en medio de dos
electrodos de cobre y todo el conjunto montado en un dispositivo de acrilico para
darle estabilidad mecanica al conjunto.

El material PPy/I presenté una resistencia de 1.3 MQ) a una humedad relativa de

25%, una resistividad de 45.94 MQcm, y una conductividad de 21 nS/cm.

Analisis termogravimétrico (TGA)

La descomposicion térmica del PPy/l se hizo con un analizador Perkin-Elmer
thermogravimetric Analyzer Pyris 1 TGA en una atmdsfera de nitrégeno con rampa
de calentamiento de 10 °C/min. entre 25 y 700 °C. La Fig. 33 muestra la
descomposicion térmica de la pelicula de PPy/I. En la grifica se observa que el
polimero pierde aproximadamente el 5% de agua y disolventes entre 25 y 150 °C.
Entre 200 y 400 °C el polimero pierde el Yodo y parte de su estructura compleja, con
alrededor del 40% de perdida en peso. A partir de 400 °C, los polimeros tienen una
caida de masa moderada que termina en aproximadamente 650 °C. En este punto
s6lo quedan algunos fragmentos de cadenas con algunos dtomos de iodo enlazados
fuertemente y que necesitan mayor energia térmica para liberarlos. La

descomposicién del material finaliza en los 700 °C.

53




0 T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (C)

Fig. 33 Descomposicién térmica del PPy/l. El polimero pierde
aproximadamente el 5% de agua 25 y 150 °C. Entre 200 y 400 °C el
polimero pierde el Yodo y parte de su estructura compleja, con alrededor
del 40% de perdida en peso.

Andlisis de Rayos-X

En la Fig. 34 se presenta el espectro de difraccion de rayos-X de PPy/l. El
espectro corresponde a un material amorfo con un pequefio pico cristalino centrado
en la posicion 26 = 22.69. Este pico cristalino indica que el material presenta
regiones ordenadas que pueden influir en la conductividad eléctrica del material. El
espectro de rayos-X y el analisis termogravimétrico sugieren que el contenido de
humedad tienen efecto sobre la conductividad eléctrica. Cruz, et al [24], estudiaron
el PPy/I a diferentes tiempos de reaccién y mostraron que al aumentar la humedad
relativa del material aumentaba la conductividad eléctrica. Hay que recordar que

este material va a estar en un ambiente biolégico y en contacto con fluidos
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corporales por lo que estard a una humedad relativa del 100% y por ello su

conductividad debe de ser mayor que 21 nS/cm.
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Fig. 34 Difracto grama de rayos-X de PPy/l. El espectro corresponde a
un material amorfo con un pequefio pico cristalino, el pico cristalino a
22.6 indica que el material presenta regiones ordenadas que pueden
influir en la conductividad eléctrica del material

Andlisis Morfologico

La morfologia del PPy/I sintetizado por plasma se estudio en un microscopio
electréonico de barrido Philips XL 30. En la Fig. 35 se puede apreciar una serie de
fotografias de la pelicula de PPy/I. La Fig. 35 (A) tiene una amplificacion de 500x,
muestra una superficie compuesta de pequefios aglomerados de material con un
tamafio aproximado de 5-10um. También se puede apreciar que los aglomerados
estan distribuidos de manera uniforme sobre toda la superficie. En la Fig. 35 (B) se
muestra la pelicula de PPy/I con una amplificacién de 10, 000x. La morfologia tiene
la apariencia de hojuelas de maiz empalmadas entre ellas dando la apariencia de una

estructura esponjosa. La Fig. 35 (C) fue tomada a una amplificacién de 20,000x,
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muestra que el material a escala micrométrica esta compuesto de pequefias esferas
distribuidas uniformemente sobre las hojuelas que se aprecian.

Estas fotografias muestran la morfologia superficial de la pelicula de PPy/I, pero
este material fue molido en un mortero de dgata hasta convertirlo en un polvo fino

(cientos de micrones) y se construyo la pastilla para el implante del cual no se

muestran fotografias.

Fig. 35 Microfotografia SEM de PPY/I 500x (A), 10,000x (B) y 20,000x
(C). En A muestra una superficie compuesta de pequefios aglomerados de
material con un tamafo aproximado de 5-10pm. Para B la morfologia
tiene la apariencia de hojuelas de maiz empalmadas entre ellas dando la
apariencia de una estructura esponjosa. Finalmente C muestra que el
material a escala micrométrica esta compuesto de pequeiias esferas
distribuidas uniformemente sobre las hojuelas que se aprecian.

Con las microfotografias laterales (Fig. 36) podemos observar que el espesor de
la pelicula es de aproximadamente 2.5um y que el material no es poroso con los

pardametros de reaccion empleados.

Fig. 36 Microfotografias laterales SEM a)1,000x y b)2,000x. El espesor
de la pelicula es de aproximadamente 2.5 pm y el material es no poroso
con los parametros de reacciéon empleados.
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Estudio de IRM en Lesion de Médula
Espinal de Ratas Implantadas con

PPy/I

Andlisis Histologico

Los grupos de ratas hembras: control e implantado, tienen diferencias
histolégicas macroscépicas notables. En la Fig. 37 se muestra un corte histolégico de
Hematoxilina y Eosina del grupo control, en el que aparece en la zona de lesién una
barrera rodeada de quistes mostrando una gran perdida en la citoarquitectura
medular. Para el sujeto con implante se observa la integracion de la pastilla de PPy/I
con tejido a través de la disgregacién de esté (Fig. 37 y Fig. 38). Es posible seguir
trayectorias que sugieren una conexion entre ambos extremos de la lesion. Hay

mayor presencia de tejido preservado respecto al grupo control.

Fig. 37 Histologias de lesi6n por seccién completa de médula espinal a
una semana post lesion. Médula de grupo control a la izquierda, se
observa la formacion de la cicatriz en el epicentro de lesion y la formacién
de quiste alrededor de ella; grupo PPy/I a la izquierda, se predominante
la existencia del material (en el centro de color naranja) ya en esta etapa
se puede observar crecimiento de tejido a través de éste, asi como la
disgregacion del mismo.
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Fig. 38 Histologia de implante de PPy/I en lesién por seccion completa
de médula espinal a dos semanas post lesion. El material se observa en
color naranja, el cual se ha disgregado, mostrando crecimiento de tejido a
través de éL

A cuatro semanas posteriores a la lesién el andlisis histolégico de la médula
espinal perteneciente a esta etapa revelo la formacién de macro quistes los cuales se
observan de manera ovalada irregular en color blanco, en direccién tanto caudal
como cefalica al epicentro de lesion (Fig. 39, izquierda). Mientras que el sujeto con
implante, presenta la existencia de quistes en menor cantidad que su control
correspondiente, llama la atencién el espacio vacio dentro de la pastilla, el cual se
debe a la disgregacion del implante de PPy/I conjunto al crecimiento de tejido a
través de €l, ya que el material no puede sujetarse al momento de realizar el corte
con el micrétomo, esparciendo el material en la laminilla. En resumen, el espacio se

debe a la técnica de corte y la existencia de la pastilla.
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Fig. 39 Histologias de lesién por seccién completa de médula espinal a
cuatro semanas post-lesion. Se observa en la histologia control
(izquierda) la coalescencia de quistes y la extensién de la lesién en
direccién tanto caudal como cefalica. La histologia del grupo con
polimero, muestra una menor perdida de histoarquitectura respecto a su
equivalente control, también se observa el hueco dentro del material
debido a la técnica de corte la cual desplazo el material que ya no pudo
ser retenido (éste material se observa conglomerado en la parte central
baja de la fotografia).

El anadlisis histoldgico del grupo de ocho semanas post lesion (Fig. 40), para el
grupo control se observa la existencia de quistes mas grandes respecto a los
observados en su mismo grupo pertenecientes a semanas anteriores, y al grupo
PPy/I; la formacién de un gran quiste es notable, lo cual sugiere coalescencia de los
pequeﬁos quistes que se fueron formando a través de la evolucién de la lesion. Para
el grupo PPy/I se observa como el material se separo y fue desplazado parcialmente
de su sitio original, esto hace mas evidente el crecimiento de tejido a través de él;
también se acenttia la incapacidad del material para mantenerse en la muestra, al

momento de realizar el corte.

Fig. 40 Histologias de lesién por seccién completa de médula espinal a
ocho semanas post-lesion. A la derecha la histologia control dénde
prevalece el quiste el cual tiene un longitud mayor a 2mm. Del lado
izquierdo la histologia con polimero donde se observa mayor
preservaciéon de la histoarquitectura y se acenttia el hueco debido al
material desplazado.
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Imagenes de Resonancia Magnética.

Los estudios de IRM fueron procesados con OSIRIX. En la Fig. 25 se ejemplifican
las imagenes obtenidas para el procesamiento. En la Fig. 41 y Fig. 42 se observan
imagenes extraidas a partir de una reconstruccién 3D (El video completo esta
disponible con el autor). La Fig. 41 muestra post procesamiento de estudio en 7T a
centimetros del epicentro de la lesion. El lado derecho de la Fig. 41 es un
acercamiento del drea de la médula espinal, la cual muestra la citoarquitectura
conservada. La forma de “H” de la materia gris esta claramente definida. La region
de interés (ROI), ovalo entre las astas dorsales, esta posicionado en el extremo
cefalico de la lesion.

Un corte axial de la zona de lesidon se puede observar en la Fig. 42 izquierda,
donde se observa la destruccion de la citoarquitectura de la materia gris, la forma de
“H” se perdi6 por completo. En los tres cortes la flecha indica el ROI en el extremo
caudal de la zona de lesion. Los otros ROI delimita el area de la lesion. En la imagen
central de la Fig. 42 se muestra una seccion coronal de la zona de lesion, materia gris
sobreviviente se puede observar (drea hiperintensa) en los costados de la zona de
lesion. Un corte sagital del centro de la médula espinal se muestra en la imagen

derecha de la Fig. 42 donde se muestra la extension de la zona de lesion.

Fig. 41 IRM post procesada. Acercamiento del area de la médula espinal.
El ROI (ovalo verde entre las astas dorsales) se encuentra sefialando el
extremo cefalico de la lesion. Se observa la forma en “H” caracteristica de
la materia gris. Las reconstrucciones son a partir de la Fig. 25.
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Fig. 42 IRM post procesada en zona de lesion. La flecha indica el ROI
ubicado en el extremo caudal de la zona de lesion. Vista axial (izquierda);
Vista coronal (centro) y Vista sagital (derecha). En las tres vistas se
observa, delimitada por los ROI, la extension de la lesién por seccién
completa de la médula espinal.

En las IRM de médula espinal disecada, se obtuvo una resolucién de 156 um pp.,
la Fig. 43 muestra la reconstruccién de estas imagenes con el centro en el epicentro
de la lesion. La seccion axial (imagen derecha) resalta la materia gris, sefial
hiperintensa, los filamentos de las raices ventrales en ambos extremos de la base de
la médula espinal (también sefial hiperintensa). Se observan la meninges que
recubren la médula espinal. Asi mismo, entre las astas dorsales (al centro) y a lo
largo de las astas laterales, muestra la extension de la lesion (sefial hipointensa) en

la region cefdlica de la lesion.

Fig. 43 Reconstrucciéon 3D de IRM de médula disecada. Vista sagital
(izquierda) y vista axial (derecha); se observan materia gris, asta
anterior y asta posterior en color amarillo, asi como materia blanca en
color naranja.

La Fig. 44 muestra una vista seleccionada de la zona de lesion donde se muestra

materia gris y materia blanca dispersada. Se observa la destruccion de la
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citoarquitectura y la morfologia de la médula espinal. En la reconstrucciéon 3D el
espacio vacio observado en el centro corresponde a material y quistes, el cambio de

contraste en el epicentro de lesién muestra cambio en la composicion de la zona del

material implicando asi, crecimiento de tejido a través del implante (flecha).

Fig. 44 Seccion axial del epicentro de lesion. En el centro el espacio
oscuro (sefal hipointensa) se debe a la seifial correspondiente al implante
de PPy/l. La flecha indica la incremento en la intensidad de sefial debido
al crecimiento de tejido a través del implante.

Fig. 45 Reconstrucciéon de superficie generada por materia gris. En las
vistas (sagital a la derecha y axial a la izquierda) en color azul se observa
la superficie correspondiente a la seiial obtenida de la materia gris

Procesamiento centrado en la superficie de la materia gris mostrada en la [53];

muestra la continuidad de tejido a través de la muestra. También se muestra la vista

62



axial de este procesamiento, el cual mejora la percepcion de la morfologia de la

materia gris.

Fig. 46 Superficies reconstruidas. En la izquierda de color naranja la
superficie correspondiente a PPy/I, quistes o espacios vacios. A la derecha
se muestra la fusién entre la superficie mostrada del lado izquierdo y la
superficie de materia gris (Fig. 45).

La Fig. 46 (izquierda) muestra la superficie generada basada en la seiial
correspondiente al material, quistes o espacios vacios en la muestra. Se puede
observar el material desplazado hacia el dorso del sujeto mostrado. Esto se debe a
fuerzas mecanicas generadas por el crecimiento de tejido. En la imagen derecha se
muestra la fusion de las superficies de materia gris y material implantado. Un
acercamiento de esta fusion se ilustra en la Fig. 47, a través de la superficie de

material y quiste existe superficie generada por crecimiento de tejido.

Fig. 47 Acercamiento a la fusion de las superficies de PPy/I y tejido
nervioso (Fig. 46). Se muestra tejido en el epicentro de lesiéon (imagen
izquierda, en color azul) dentro del material (color naranja). En la imagen
del lado derecho, se observa crecimiento de tejido (azul) a través de la
estructura generada por el material (naranja).
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DTI tractografia e IRM en isquemia
cerebral cronica de mono in vivo ;57

A pesar de que el PNH lesionado no tiene una LTME se emplea procesamiento de
imagen y el calculo de la tractografia para su diagnostico, siendo éste un perfecto
ejercicio para el analisis central de este trabajo, sin necesidad de generar alguna
lesion al PNH.

Un mono Rhesus (Macaca Mulatta) macho de 8 afos de edad presentd un ataque
isquémico a los 6 meses de edad de manera natural debido a un ataque hipo
glucémico, generando asfixia e hipotensién arterial, afectando la regién subcortical
de la zona temporal derecha, Dentro del cuadro clinico hubo presencia de

desvanecimientos y déficit motor del lado izquierdo del cuerpo.

Fig. 48 IRM de Mono Rhesus con ataque isquémico. Vista coronal
(izquierda) que muestra la penumbra isquémica en el l6bulo afectado.
Vista Sagital T1 (centro) y vista sagital T2 (derecha) se muestra la
penumbra por debajo del cuerpo ventricular.

Los estudios de MRI revelaron isquemia en el l6bulo parietal derecho, a partir de
el foco de lesidon en la arteria cerebral posterior derecha. Las IRM permitieron
discernir el diagndstico ya que este tipo de patologias se pueden asociar con un
sindrome de leucoencefalopatia posterior reversible, debido a que la lesion se
presenta en forma bilateral afectando las zonas occipitales con una distribucion
aleatoria, ademdas de que presentaria un incremento en la presién arterial, en

contraste con el caso, que engloba las secuelas neurolégicas provocadas por la
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hipoglucemia neonatal, donde hay un decremento en el flujo vascular, generando
posteriormente una lesion hipdxico isquémica.

Como consecuencia de la estenosis cerebral media se puede observar la
disminucion de la masa cerebral en el hemisferio derecho, afectando la materia

blanca a nivel subcortical (Fig. 49).

Fig. 49 Vista Coronal compuesta ponderada en T1, se observa la
disminucién del hemisferio derecho (lado izquierdo en la imagen). Se
revel6 una perdida particularmente en la materia blanca del hemisferio
derecho, se observa una gran asimetria con respecto al hemisferio
izquierdo.

Fig. 48 y Fig. 50 muestran seiial del hemisferio derecho correspondiente al area
isquémica; La vista Coronal (Fig. 49) ponderada en T1 muestra sefial hipointensa o
ausencia de la misma en la zona de la lesién, asi como la disminucion del hemisferio

derecho.
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Fig. 50 Reconstrucciéon 3D de IRM T2W, se observa el drea isquémica en
el hemisferio derecho por debajo del cuerpo ventricular.
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Fig. 51 Angioresonancia de Rhesus con ataque isquémico. Muestra estenosis
en la arteria cerebral media punto inicial de la lesién. Vista coronal (superior
izquierda) de angioresonancia, superposicion de vista coronal e IRM
ponderada en T2 (superior derecha). Reconstruccién 3D (inferior) de
angioresonancia e IRM T2. La flecha indica el foco de la lesién.

La Angioresonancia (Fig. 51) muestra estenosis en la arteria cerebral media punto

inicial de la lesién, marca en la figura con una flecha; La superposiciéon de la
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Angioresonancia con IRM-T2 muestra la penumbra isquémica a partir del foco de lesidon
hacia la parte media del cerebro; Reconstruccion 3D de Angioresonancia y MRI-T2, se
reconstruyé la extension de la lesién en tono hiperintenso, por debajo del cuerpo

ventricular.

Fig. 52 Reconstrucciéon 3D Angioresonancia e IRM T2. El ROl muestra el
foco inicial de la estenosis y alrededor de este ROI se observa la extension
de lalesion.

En la tractografia de cerebro de Rhesus Sano (Fig. 53), es observa una alta
estructuracién y orden en los tractos, es posible distinguir diversas estructuras

conocidas como: Médula espinal (sumamente importante para este trabajo), Tracto
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cortico-espinal, lemnisco medial, asa de Meyer, cuerpo calloso, radiaciones épticas,

cintillas 6pticas y nervio optico.

Fig. 53 Tractografia Cerebro de Rhesus Sano. Se observa una alta
estructuracién y orden en los tractos, materia blanca, se distinguen
diversas estructuras conocidas como: Médula espinal (tracto azul en la
parte baja de la imagen), asa de Meyer, cuerpo calloso, radiaciones
Opticas, cintillas 6pticas, por mencionar algunas.

En la tractografia de cerebro con ataque Isquémico (Fig. 54) es evidente la
diferencia entre el hemisferio sano (izquierdo) y el hemisferio con penumbra
(derecho), donde no existe la misma estructuracion de los tractos, ni el mismo orden
observado en el hemisferio sano o contra el cerebro de mono sano. En la zona de
penumbra Isquémica no hay persistencia de tractos ni crecimiento a través de ella,

de hecho los tractos envuelven la penumbra isquémica.
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Fig. 54 Tractografia de Rhesus con ataque Isquémico. Se observa una
clara asimetria en la estructuracién de la materia blanca (imagen
izquierda), con la variacién de tractos en la zona isquémica donde los
tractos rodean cambiando la direccién en ésta zona (derecha).
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Tractografia DTI en lesion de médula
espinal con implante de polimero
PPy/l sintetizado por plasma en
Mono Rhesus (Macaca Mulatta)

" Estudios de Imagenes por Resonancia
Magnética

Mono Rhesus Control

En la Fig. 55 se ejemplifican IRM BASE para RH-C: IRM VISTA CLEAR (izq.),
observamos la médula espinal intacta a través de la columna vertebral, se observa la
estructura ordenada y definida de la médula espinal, la flecha indica la posicién de la
92 vertebra tordcica; IRM PROSET CLEAR (der.) se observa la médula espinal intacta,
la flecha indica los nervios espinales provenientes de las astas ventrales y dorsales

con direccion al sistema nervioso periférico.

“Una versi6n de esta seccién gano el concurso estudiantil “DR. BONFIGLIO
MUNOZ BOJALIL” nivel posgrado, en el XXXVI Congreso Nacional de
Ingenierfa Biomédica, Octubre 2013. “Tractografia DTI en lesiéon de médula
espinal con implante de polimero PPy/I sintetizado por plasma en Mono
Rhesus (Macaca Mulatta)”. Axayacatl Morales-Guadarrama, Hermelinda
Salgado-Ceballos, Israel Grijalva, Juan Morales, Camilo Rios, Guillermo ]. Cruz,
Araceli Diaz-Ruiz, Maria-Guadalupe Olayo, Laura Alvarez-Mejia, Rodrigo
Mondragén-Lozano, Roberto Olayo.
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Fig. 55 IRM basal de Mono Rhesus Control: T2 y densidad de protones.
En la imagen ponderada en T2 (izquierda) es posible observar la
continuidad del tejido nervioso dentro del liquido cefalorraquideo
(hiperintenso), la flecha indica la 92 vertebra toracica (T9), mientras que
en la imagen de densidad de protones (izquierda) se pueden observar las
raices espinales que salen por el espacio paravertebral.

Una de las treinta y dos imagenes empleadas para determinar el tensor de
difusién es mostrada en Fig. 56. En dos diferentes posiciones axiales, se observa la
difusiéon de la médula espinal en ambas imagenes ponderadas en difusion, dentro de
los circulos marcados en dichas imagenes. La FA se calcula a partir de los
eigenvalores e eigenvectores para cada voxel determinado con 32 imadgenes

similares a estas; pero con diferente direccién en los gradientes (Fig. 57).
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Fig. 56 Imagenes DTI en mono Rhesus control. Estas imdgenes
ejemplifican una de las 32 direcciones de los gradientes usados para el
calculo de FA. Dentro del circulo la zona de médula espinal ponderada en
difusion.
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Fig. 57 Imagenes DTI empleadas para el calculo de FA. Las 33 imagenes
corresponden a una misma rebanada axial, cada imagen es tomada con
una intensidad diferente de los gradientes, todas ellas se emplean para
calcular los eigenvalores y eigenvectores para cada pixel. En la primer
imagen se indica dentro del circulo, la regién de la médula espinal para
esa vista axial, correspondientemente es la misma zona para cada imagen.
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A continuaciéon (Fig. 58) se muestran imdgenes ponderadas en T2 para los
tiempos t0 y t3 respectivamente. La [RM para tO en el epicentro de lesién (izq.)
muestra una deshomogeneizacion en los contrastes de la zona aledafa a la lesion,
esto debido a la perdida de la histoarquitectura de la médula espinal después de la
lesion; a la derecha vemos la IRM para t3, donde se destaca con la flecha la
formacion de un macroquiste (siringomielia post traumatica) en el extremo Rostral
de la lesidn y la extension del mismo. Se puede distinguir por debajo del quiste la
separacion que existe entre los extremos caudal y rostral de la médula espinal. Se
observa también la evolucion de el proceso de cicatrizacion en la espalda (dentro del

ovalo en ambas [RM) del sujeto experimental.

Siringomieli

Epicentro de ) i* posttraumatica

Lesion

Fig. 58 IRM T2 para mono Rhesus control en la zona de lesién. Estudio
tomado inmediatamente después de la lesion (izquierda), dentro del
6valo la zona por la cual se acceso a la médula espinal, la flecha indica el
epicentro de la lesion, se observa un acinturamiento y la perdida de la
estructura basal (Fig. 55). En la derecha: estudio realizado tres meses post
lesion. En el segmento cefilico de la lesion se observa la existencia de un
macro quiste contenido de liquido (siringomielia post traumatica) y
dentro del 6valo amarillo la zona de tejido cicatrizal.
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Mono Rhesus Implantado con pastilla PPy/I

IRM PROSET y VISTA (Fig. 59), se observa la posicién especifica del implante,
comprobando el nivel de la lesién (92 vertebra tordcica) y la posicion transversal de
la pastilla respecto a la médula espinal, se confirma la lesién por seccion completa
de la médula espinal. La morfometria de la zona de lesién se discute mas adelante.
Se destaca también un efecto mecanico en la zona de lesién que provoca que la
médula espinal este pegada a la pared ventral de la columna vertebral. La presencia
del implante parece favorecer a que no se pierda la conformacion inicial en la zona
del implante, la cual se observa homogénea con respecto a su equivalente en el

sujeto control. Se observa también la extensién de la laminectomia de 1.57 cm.

Fig. 59 IRM densidad de protones y T2 para mono Rhesus implantado.
Donde se observa en ambas imagenes la lesién por seccién completa de
médula espinal y el implante en forma perpendicular al tejido medular al
nivel de T9. También llama la atencién el efecto mecanico debido a la
intervencién quirdrgica, que desplazé la médula espinal hacia la zona
ventral del canal medular.
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Para t3, IRM VISTA CLEAR (Fig. 60) se observa como se recupera el espacio entre
la pared ventral de la columna vertebral y la médula espinal (zona hiperintensa
izquierda). También se distinguen cambios en el epicentro de la lesién en
comparaciéon con tO(Fig. 59) donde el espacio ocupado por el implante (zona
hipointensa) es contundente y en t3 existe un cambio en la intensidad de la imagen
en esta zona. Esto se debe al comportamiento del material, aprendido del modelo en
ratas [53], en el cual dentro de la médula espinal el material se disgrega y crece
tejido a través de él; asi pues, reduce la aportacion neta del material a los voxeles en

la zona de implante (en Fig. 60 la flecha indica esta zona).

Fig. 60 IRM-T2 en mono Rhesus con implante en zona de lesién a tres
meses post lesion. La flecha indica la zona en la que se implanto el
material, se observa una cambio en la contribucién del material a la sefal
de resonancia magnética, esto implica un cambio en la composicién en la
zona del material en contraste con la imagen del dia de la lesién (Fig. 59)
donde la pastilla es homogénea (completamente hipointensa).
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Morfometria

Para su estudio se dividié el contenido dentro de la columna vertebral en 5

diferentes tipos de materiales:

* MEDULA.- Tejido dentro de la zona de lesién con tiempos de relajacion
correspondientes a Materia Gris 6 Materia Blanca.

* QUISTE.

* PPYL- Implante de polimero PPy/I.

* ESPACIO.- Zonas con tiempos de relajacion suficientemente rapidas para no
ser caracterizados(fuera de la zona de implante) y del tamafio necesario
para no tener efecto de borde.

* MNC.- Demas material contenido dentro de la columna vertebral. LCR,
meninges, tejido no medular, etc.

Mono Rhesus Control

La evolucién de los diferentes materiales implicados dentro de la columna
vertebral de RH-C se enlistan en Tabla 3 y Tabla 4 las cuales estédn graficadas en Fig.
61 y Fig. 62. La Fig. 67 muestra imagenes de la morfometria realizada para cada
estudio de IRM obtenido.

Se destaca la disminucién de MEDULA a través del tiempo, en t0 disminuyé el
52.21% y entre t2-t3 28.27%; coincidentemente con el tiempo(t2-t3) en el que se
presenta el incremento de QUISTE hasta un 10% de toda la zona analizada, el cual
aparece en tl con un 3.1% no teniendo cambios significativos en t2. +M va
incrementando, un aporte importante lo recibe por el efecto de borde, ya que por la

resolucién va englobando diferentes tipos de tejido en este tipo de Material.

Region Base(mm?3) t0(mm3) t1(mms3) t2(mm3) t3(mm3)

MEDULA 382.27 199.62 183.08 181.71 108.10

g

QUISTE 0 0.00 30.27 30.22 96.76

Tabla 3 Morfometria expresada en Volumen RH-C.
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Region Base to t1 t2 t3

MEDULA 39.7% 20.8% 19.0% 18.9% 11.2%

QUISTE 0.0% 0.0% 31%  31%  101%

Tabla 4 Morfometria expresada en Porcentaje RH-C
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Fig. 61 Morfometria de la zona de lesion en mono Rhesus control a
partir de IRM. Se observa el crecimiento del quiste a partir del primer
mes (t1) post lesion hasta ocupar un 10.1% (96.76 mm?3) del volumen
total analizado. La cicatriz va disminuyendo su espesor a través del
tiempo de 1.4% a 0.7%. El tejido medular sufre una disminuciéon del
39.7% hasta el 11.2%, mientras que el tejido no caracterizado (MNC:
meninges, liquido cefalorraquideo, micro quistes, entre otros)
incrementa del 60.3% hasta el 78%.
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Haciendo énfasis para el material de bajo porcentaje, observamos como QUISTE
crece entre t2-t3 hasta un 10.1% de todo el material, la sefial a correspondiente a la

CICATRIZ tiende a tener menos aportacion a partir de t2 (Fig. 62).
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Fig. 62 Morfometria de cicatriz y quiste en mono Rhesus control. En esta
grafica se presentan solo los porcentajes segmentados presentes en el
comportamiento a través del tiempo de la cicatriz y el quiste. En esta
grafica se puede observar el crecimiento del quiste en el 2 mes post lesién
y en el mismo periodo la disminucién de la cicatriz.
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Fig. 63 Segmentaciéon de médula espinal de mono Rhesus control sano.
En esta imagen se observa en el cilindro exterior (morado) la
segmentacién del liquido cefalorraquideo y el cilindro interior (verde) la
segmentacién de la médula espinal. Se observa estructurado y homogénea

la organizacién del tejido. En la esquina baja izquierda se muestra en
blanco la 92 vertebra toracica (T9).
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Fig. 64 Segmentacion de médula espinal en mono Rhesus control el dia
de la lesion. En el centro en forma semiesférica (amarillo) se observa la
cicatriz generada por la lesién por seccién completa, asi como la
discontinuidad del tejido medular (verde).
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Fig. 65 Segmentacion de médula espinal en mono Rhesus control un mes
post lesién. La cicatriz incrementa en tamaiio (en color amarillo), se
aprecia la formacion de un quiste, la separacion de los extremos caudal y
cefalico de la médula espinal se ve incrementada.




Fig. 66 Segmentacion de médula espinal en mono Rhesus control dos
meses post lesién. Existe un acinturamiento en el extremo caudal de la
médula espinal (extremo derecho, color verde). Se mantiene la tendencia
a separar los extremos de la médula espinal.




Fig. 67 Segmentacion de médula espinal en mono Rhesus control tres
meses post lesion. Disminuye el volumen calculado de la cicatriz
(amarillo), el quiste formado alcanza el 10.1% del volumen total (rojo) y
la separacion entre los extremos caudal y cefilico de la médula espinal
(verde) es mayor.
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Mono Rhesus con implante PPy/I

Las tablas Tabla 5 y Tabla 6 contienen la morfometria de los materiales
implicados en RH-I graficados en Fig. 68, Las imagenes de la morfometria realizadas
se muestran en Fig. 74.

En RH-I el material MEDULA en t0 disminuye un 81.84% y en t1 79.85; en t2
comienza a tender hacia sus valores basales, para t2 recupera a 83.31 y en t3
91.89% de su valor basal.

El valor de material +M creci6 en t0 107.53% y tiene una tendencia a regresar a

su estado basal para t3 tiene un valor de 104.72%.

Region Base(mm?3) t0(mms3) t1(mm?3) t2(mm3) t3(mms3)

38227 31286 30528 318.49 351.30

MEDULA

Tala Morfoei saa olume Hl.

Region t1 t2 t3

MEDULA 39.7% 32.5% 31.7% 33.1% 36.5%

Tabla 6 Morfometria exprda en Pocetaie RH-I
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Fig. 68 Morfometria de la zona de lesion en mono Rhesus con implante
a partir de IRM. En su estado basal (Base) el tejido se encuentra
distribuido por un 39.7% de médula y un 60.3% entre meninges y liquido
cefalorraquideo principalmente (MNC). El dia de la lesion esta proporcién
se modifica llevando al tejido medular a un 32.5%, aparece la proporcién
del material implantado (PPYI) con un 2.7% y el MNC en un 64.8%. En
este caso no se afecta mucho la proporciéon aun tres meses después de la
lesion: la médula tiene 36.5%, el MNC 63.1% y la aportacién del material
disminuye a un 0.4% del volumen total.

PPYI disminuye a través del tiempo, esto es coincidente con la experiencia

obtenida en el modelo de ratas donde el material tiende a disgregarse y permitir que

tejido crezca a través de esté [53], para t3 disminuye hasta 13.83% de su valor

inicial.
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Fig. 69 Morfometria de PPy/I en mono Rhesus implantado. Se observa la
tendencia a disminuir la cantidad de aportacién de polimero en la seiial
de IRM. Esto se interpreta como el crecimiento de tejido a través de él.
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Fig. 70 Segmentacién de médula espinal de mono Rhesus para implante,
antes de la lesion. El cilindro exterior muestra el tejido no caracterizado,
el cual se conforma principalmente por liquido cefalorraquideo
(morado), y el cilindro interior (verde) corresponde la tejido medular que
representa el 39.7% del volumen total.
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Fig. 71 Segmentacién de médula espinal de mono Rhesus implantado, el
dfa de la lesion. Se observa el efecto mecanico debido a la lesién donde la
médula espinal es desplazada hacia la pared ventral del espacio medular,
en el centro de la médula espinal (verde) se identifica la pastilla de
polimero (de forma eliptica) separando los extremos caudal y cefilico de
la lesion por seccion completa de la médula espinal.
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Fig. 72 Segmentacién de médula espinal de mono Rhesus implantado,
un mes post lesibn. En esta imagen se observa como el liquido
cefalorraquideo ha regresado la médula espinal (verde) a su ubicacién
original (centro), se observa la pastilla que fue desplazada hacia la parte
posterior del canal medular, no existe una perdida de tejido medular tan
marcada como en la Fig. 64
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Fig. 73 Segmentacion de médula espinal de mono Rhesus implantado,
dos meses post lesion. Se puede observar una interaccién en los bordes
del tejido medular (verde) y la pastilla de polimero (amarillo), lo cual es
correspondiente a la experiencia obtenida en el modelo de ratas (Fig. 38,
Fig. 44 y Fig. 47).
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Fig. 74 Segmentacién de médula espinal de mono Rhesus implantado,
tres meses post lesion. Se observa una mayor integracién del implante
(amarillo) y el tejido medular (verde) respecto a la Fig. 73. En este
momento la proporcién de tejido medular es de 36.5%.
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Imagenes por Tensor de Difusion

Mapas de anisotropia fraccional (FA) derivadas de DTI fueron procesados usando
un meétodo similar descrito en [58], se midieron los valores de FA en regiones

especificas de interés (ROI) dentro de la médula espinal (Fig. 75 y Fig. 76).

Fig. 75 ROI definido para medir Fraccién de Anisotropia. Vista axial de
la region de interés asignada para medir la fraccion de anisotropia en la
zona de lesion (recuadro azul).
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Fig. 76 Tractografia de la médula espinal proyectada a través del ROI
asignado. Vista axial de una imagen de fraccién de anisotropia, se observa
el ROI asignado de acuerdo a la Fig. 75 y a través de éste se observa la
tractografia de la médula espinal (azul) en la direccién caudal-cefilica

Para su andlisis, la médula espinal se dividi6 en nueve regiones, cada una
conteniendo una rebanada de 1mm. Las nueve regiones incluyen: regién Rostral
(R1,R2 y R3), Epicentro de la LPSCME (EC1, EC-2 y EC3) y regién Caudal (C1, C2 y

C3) como se muestra en Fig. 77.
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Fig. 77 Regiones asignadas para evaluar la Fraccion de Anisotropia en la
lesion por seccién completa de la médula espinal. Vista sagital de la zona
de lesion, el ROI amarillo se asigna al extremo en direcciéon rostral del
epicentro de lesion (R1), al epicentro de lesién se asigna el ROI azul
obscuro (EC2) y para el extremo caudal se asigna el ROI azul claro (C3). En
los recuadros del lado derecho se observa la posicion de la vista podemos
distinguir la 92 y 122 vertebra toracica.

Los valores de FA y la Tractografia muestran cambios en todas las regiones a

través del tiempo.
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Fraccion de Anisotropia

Los valores tomados de FA se muestran en Tabla 7 Fraccién de Anisotropia para
y Tabla 8; en los diferentes tiempos donde se realizaron estudios de IRM. En Fig. 78
y Fig. 79 se muestran las graficas de la evoluciéon de FA en RH-C y en RH-I
respectivamente.

Region Base(FA) tO(FA) t1(FA) t2(FA) t3(FA)

EC1 0.867 0487 0345 0.216 0.183

EC3 0844 0495 0419 0281 0.254

0846 0512 051 0.422 0.295

Tabla 7 Fraccién de nlsotropfa para s control.

Regién Base(FA) tO(FA) t1(FA) t2(FA) t3(FA)

R2 0.876 0563  0.596 0.695 0.796

EC1 0.897 0.478 0.482 0.644 0.759

EC3 0874 0317 0376 0669 0753

c2 0.851 0.531 0.516 0.702 0.783

Tabla 8 Fraccién de Anisotropia para mono Rhesus implantado.
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En RH-C y RH-I la Fraccién de Anisotropia (FA) disminuye el dia de la lesién y al
primer mes comparada con su respectivo estudio base.
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Fig. 78 Seguimiento de fraccion de anisotropia en mono Rhesus control.
La fraccién de anisotropia fue disminuyendo a través del tiempo, incluso
el valle generado por la disminucién de la fraccién de anisotropia se fue
propagando tanto en direccion rostral como caudal, lo cual es
concordante con la morfometria mostrada en la Fig. 67. Para tres meses
post lesion (t3) se observa mayor extension de la meseta de baja fraccién
de anisotropia en la zona correspondiente a la extension del quiste
(region cefilica de la lesion).

En el epicentro de la lesién la diferencia entre RH-C y RH-I es contrastante,
llegando a tener en RH-I un restablecimiento de la FA 5.43 veces mayor que RH-C en
t3 (tres meses después de la lesion).
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En todas las regiones definidas, los valores de FA son mas pequefios en RH-C que
en RH-I a través de todo el estudio.

Para RH-C el valle graficado debido a la lesién fue incrementando su extension a
través del tiempo y disminuyendo su valor hasta tener en el epicentro de la lesién un
valor de 16% respecto al inicial. En la zona R2 se disminuye la FA en t1 debido al
crecimiento del macro-quiste formado mostrado en la morfometria realizada, su
contraparte C2 no muestra este comportamiento. La FA marca una tendencia a
decaer en ambos extremos del epicentro de la lesién.

En RH-I el valle presentado debido a la lesién va desapareciendo hasta formar
una meseta en t2 manifestando una tendencia hacia el valor base.
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Fig. 79 Seguimiento de fraccion de anisotropia en mono Rhesus
implantado. El dia de la lesién (t0) la fraccion de anisotropia cae inclusive
por debajo de los valores observados en el mono control (Fig. 78), esto se
le atribuye al estado compactado del implante. Un mes después (t1) el
comportamiento de la fraccién de anisotropia no denota mucha variacién,
pero al segundo mes (t2) la fraccion de anisotropia indica una re
estabilizacién de la difusién preferente y marca una tendencia de
regresar a sus valores basales (base) en el tercer mes (t3).
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Tractografia

La tractografia, una interpretacién grafica de la Fraccién de Anisotropia. Con ella
fue posible visualizar el comportamiento de la difusién en la lesién de médula
espinal a través del tiempo.

En los estudios Base se observa la continuidad de la médula espinal, en ambos
sujetos (RH-C y RH-I) Fig. 80. En la Fig. 80 izquierda se visualizan los axones

correspondientes a las astas ventrales y dorsales de la médula espinal.

Fig. 80 Tractografia al nivel de la 92 vertebra toracica antes de la lesion.
Mono Rhesus control (izquierda) y mono Rhesus para implante (derecha).
Se observa la alta integracion de los tractos, asi como las raices ventrales
y dorsales (en verde).

La Fig. 81 muestra la discontinuidad de la médula espinal un mes después de la

lesion (t1), En ambos casos se observa la separacion de la zona rostral y caudal.
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Fig. 81 Tractografia tomada un mes post lesion de la médula espinal.
Mono Rhesus control (izquierda) y mono Rhesus implantado (derecha),
en ambas imagenes se observa una separacion similar de los extremos
caudal y cefilico de la médula espinal de acuerdo al seguimiento de la
fraccion de anisotropia (Fig. 78 y Fig. 79) y a la morfometria (Fig. 65 y Fig.
72);

En el segundo mes (t2) para RH-C continua la separacién existiendo una
tendencia en los extremos de la médula espinal a separarse, mientras que en RH-I
existe un proceso de reconexion en la difusion, concordante al comportamiento de la
FA. La Fig. 82 Muestra los extremos Rostral (izquierda) y Caudal (derecha) de la
tractograffa de RH-1 donde se observa un cambio en la direccion de difusién en la
zona de lesion, también se observan las proyecciones de la FA hacia el extremo
alterno, después de la zona de lesion. En la Fig. 82 izquierda, el extremo Rostral con
su proyeccion con direccion Caudal y a la derecha, el extremo Caudal con la
proyeccion con direccion Rostral.

En la Fig. 83 observamos otra perspectiva de la tractografia del extremo Rostral
con las proyecciones hacia el extremo caudal a través del material en el epicentro de

la zona de lesion.
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Fig. 82 Tractografia tomada 2 meses en mono Rhesus implantado.
Extremo rostral (izquierda) y caudal(derecha). Se observa reconexion
parcial de los tractos trazados, se aprecia cambio de la direccién en la
preferencia de difusién (color verde y rojo en el epicentro de ambas
tractografias)
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Fig. 83 Tractografia del extremo caudal de mono Rhesus con implante
dos meses post lesion de la médula espinal. Se destaca el cambio en la
direccion de difusion en el epicentro de lesién (regiéon de color verde en
el centro de la imagen).

En t3 (tres meses post-lesion) la separacion de los extremos Rostral-Caudal se
amplia para RH-C, concordantemente con la FA, y siendo mas evidente la separacién
en la zona correspondiente al macro-quiste generado en el extremo Rostral (Fig. 84
izquierda). Mientras que RH-I muestra una reconexion de la difusion de manera

uniforme a través del material implantado en la lesion (Fig. 84 derecha).

103




Fig. 84 Tractografias correspondientes a tres meses post lesién. Mono
Rhesus control (izquierda) y mono Rhesus con implante (derecha). Para
el mono control se emplea este color por que la inhomogeneidad de las
direccion hace confusa la interpretacién, donde la separacion entre los
extremos caudal y cefdlico de la lesiéon esta incrementada. En el mono
implantado se observa la reconexion de los tractos, existe un cambio en la
direccion aunque reconectados en el epicentro de la lesién.
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Discusion

El uso de imagenes por resonancia magnética (IRM) y de imagenes por tensor de
difusiéon (DTI) se han aplicado en una gran cantidad de estudios en enfermedades
del sistema nervioso central [59]. Dentro de estos, existen estudios que buscan
realizar un seguimiento in vivo de la evolucién en diferentes modelos de lesion
traumatica de la médula espinal (LTME), aunque la mayoria se basan en un modelo
de lesién por contusién [60-62] o en modelos menos severos como la hemiseccion
[63], estudios con un modelo de Lesién por Seccion Completa de la Médula Espinal
(LPSCME) han sido menos reportados [64].

Este trabajo tiene como objetivo principal realizar un seguimiento de los cambios
en la LPSCME in vivo y su integracién con el implante de Polipirrol-Yodo (PPy/I) a
través del tiempo, en el modelo de ratas hasta 8 semanas post LPSCME y en primates
no humanos (PNH) hasta 3 meses post LPSCME. Las IRM nos permitieron evaluar
cambios en la zona aledafia a la lesion. Con la combinacion de secuencias estandares
de IRM, secuencias especiales como DTI y el post procesamiento de los estudios
obtenidos, fue posible analizar la morfometria en IRM de la zona de lesion para
cuantificar sus cambios a través del tiempo.

El tejido medular preservado presenté una mayor prevalencia en los sujetos
implantados respecto a los sujetos no implantados, tanto en el modelo de ratas como
en el modelo de PNH. Lo cual es concordante con lo reportado por Olayo et al. [23] y
Cruz et al. [34] donde también se implanta PPy/I después de una lesion traumatica
de médula espinal. Los sujetos control se comportan de acuerdo a lo descrito por T.
Weber et al. [62] quienes analizaron el comportamiento de la zona de lesion después
de una LTME con IRM de 17.6 Teslas in vivo y ex vivo. En el caso del PNH no
implantado el tejido medular fue de ocupar el 39.7% del tejido analizado, a 20.8% el
dia de la lesion, 19% a un mes post lesion, 18.9% dos meses post lesién y tres meses
después de la lesion se redujo al 11.2%, esto quiere decir que disminuyé un 82.79%
de su existencia inicial; mientras que en el PNH implantado fue de ocupar el 39.7%
del tejido inicial, al 36.5% tres meses después de la lesién, por lo tanto disminuyé

10.11% de su existencia inicial.
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La proliferaciéon de quistes en los PNH fue mas abundante en el PNH control
respecto al PNH implantado, en el primero se conformé paulatinamente un quiste
(proceso denominado siringomielia post traumatica, Schwartz et al. estudia
siringomielia post traumatica después de LTME [65]) que ocupa 96.76 mm?3 de
749.82 mm? de tejido analizado. Lo que indica que el quiste ocupé un 10.1% del
tejido analizado.

El material fue disminuyendo su homogeneidad con el paso del tiempo, lo cual es
consistente con el comportamiento esperado debido a la disgregacién del mismo,
permitiendo asi el crecimiento de tejido a través de él. Olayo et al. [23] y [34] et al.
observaron el mismo comportamiento. El implante en el PNH el dia de la lesién
midié 25.74 mm?3 (2.7% del total de tejido), un mes post lesién se cuantificé 11.93
mm3, dos meses después 4.77 mm3 y a tres meses post lesiébn 3.56 mm3, esto
representa el 0.4% del total analizado o bien la perdida de el 86.16% de la cantidad
inicial. Ademas, las histologias mostradas de el modelo en ratas, confirman la
disgregacion paulatina del material a partir de la primer semana post lesién y el
crecimiento del tejido a través del implante.

Se cuantifico el resto del material contenido en el espacio analizado, el cual esta
conformado por meninges, liquido cefalorraquideo, astrocitos, microglia,
fibroblastos, etc. [66]. Este incrementé en ambos casos marcando una tendencia a
estabilizarse, y es mayor el cambio en la etapa aguda de la lesidn en el sujeto control,
incrementando el 29.35% de su aportacién inicial. Mientras que el PNH implantado
solo incremento 4.64% de su cuantificacién original.

El andlisis de las Imagenes DTI mostraron que la fraccién de anisotropia (FA)
disminuyé después de la LPSCME en ambos sujetos, indicando que la
histoarquitectura fue modificada, lo cual implica, que la continuidad axonal se ha
interrumpido y la difusién de agua ya no es tan restringida o bien no existe (tal cual
lo definen Budde et al. [67]). Con el paso del tiempo el comportamiento de la FA
cambia en ambos sujetos: la FA en el sujeto implantado tiende hacia los valores
basales, anteriores a la LPSCME, coincidiendo con la recuperacién mostrada en las
ratas que han sido implantadas con el PPy-I [23,34,53], contrario con el PNH control,
donde los valores de FA van disminuyendo en el epicentro de la lesién (Kamble et al.

senalan la reduccion de la FA a 0.367 [68] en diversos modelos de lesidn) inclusive
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la meseta en los valores de FA se amplia, esto indica degeneracién Walleriana, lo
cual implica perdida progresiva en la histoarquitectura de la médula espinal tanto
en direccion rostral como en direccion caudal. MacDonald et al. observaron la
disminucion de la FA con el tiempo hasta valores por debajo de 0.3 después de 1
semana en un modelo de lesion por contusion en ratones [61].

Mientras que la FA da una medida general de la organizacién del tejido, no
proporciona informacion especifica sobre la patologia subyacente, por lo que sera
necesario hacer analisis respecto a los eigenvalores, Budde et al. estudiaron la
relacion de los eigenvalores con la fisiopatologia de la LTME [67]. Varios estudios
han encontrado una correlacién entre la difusion longitudinal y transversal con la
integridad axonal [69,70]. Las mediciones DTI también se ven afectadas por la
desmielinizacion, ya que la mielina intacta ayuda a restringir la difusiéon de agua
perpendicular a los axones. Algunos estudios sugieren cambios en las mediciones de
DTI asociadas con la recuperacion funcional [69] lo cual es concordante con la
recuperacion de la FA en las especies con PPy-1.

A través del tiempo existe una diferencia en la medicion de los parametros DTI en
la evolucion de la LPSCME, comparando el PNH lesionado e implantado con el PNH
que soélo fue lesionado, lo que indica un proceso de crecimiento de tejido en el PNH
implantado, que es concordante con la experiencia obtenida en el modelo en ratas
[23,34]. Por ejemplo, en el epicentro de la LPSCME en el PNH control el dia de la
lesién se midié una FA de 0.42, un mes post lesién se obtuvo 0.324, dos meses
después de la LPSCME la FA midi6 0.242 y para el tercer mes post quirurgico fue de
0.136. Para el PNH implantado la FA tuvo un valor de 0.402 al dia de la LPSCME,
0.411 un mes después de la lesion, 0.642 dos meses post lesion y 0.746 el ultimo
mes de recuperacion.

La tractografia nos aporta de manera grafica una interpretacion a los valores de
DTI. En el PNH control, donde la tractografia evidencia la degeneracién progresiva
de la médula espinal, mostrando las zonas rostral y caudal cada vez mas separadas.
Esto hace evidente el proceso de degeneracién Walleriana. Inclusive es posible
observar la separacion de los extremos de la lesién debido a la siringomielia post
traumatica en el extremo rostral de la lesion, en contraste con los resultados para el

PNH implantado donde a partir del segundo mes después de la lesion, se observo
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una reconexion en el eje principal de la difusién entre la zona rostral y la zona

caudal, a través del epicentro de lesion.
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Conclusiones

En ambos modelos, roedores y primates no humanos, la morfometria permitio

observar el contraste que existe en la histoarquitectura entre los diferentes sujetos:

* Sujetos control.- hay una gran destruccién de la histoarquitectura en la
zona de lesion.

* sujetos implantados.- existe una mayor conservacion de la
histoarquitectura aledafia a la zona de lesion.

Para los primates no humanos, la recuperacién de la fraccion de anisotropia en la
zona de lesion del sujeto implantado indica recuperacién de la difusion estructurada
a través del tiempo, en contraste con la disminucién de la fraccién de anisotropia en
el sujeto no implantado.

Con el calculo de la tractografia se pudo observar la reconexién en la difusion de
agua en el primate no humano implantado; reconstruyendo tridimensionalmente la
estructura de la materia blanca se observé la reconexion de paquetes de tractos
nerviosos a diferencia de el sujeto control, el cual muestra un incremento en la
separacion de los extremos caudal y cefélico respecto al epicentro de la lesién por
seccion completa del médula espinal asi como la formacion de siringomielia post
traumatica.

El implante de polipirrol dopado con Yodo mostré contribuir, también en
primates no humanos, a la conservacién de la histoarquitectura en la zona de lesion
al ser implantado después de un modelo de lesién por seccién completa de la
médula espinal, promoviendo a su vez el crecimiento de tejido a través de él.

Con el procedimiento de imagenes de resonancia magnética mostrado en éste
trabajo es posible dar seguimiento in vivo al estado de el tejido circundante a la zona
de lesion tanto en modelo de ratas como en modelo de primates no humanos, sin
importar el modelo especifico de lesion, inclusive es posible extrapolar los estudios
y el procesamiento a la clinica para dar seguimiento a lesiones de médula espinal en
humanos.

Se recomienda el uso de alguna terapia de rehabilitacion para estudios

posteriores con primates no humanos, en este caso se cumple el objetivo, de
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comprobar la efectividad del implante per se, pero la dependencia que generaron los

sujetos en su cuidado, debido a ser bipedos, fue fundamental en la respuesta motora.
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Perspectivas

Implementar el modelo de lesién crénica con implante, para poder aplicarlo a
pacientes que estén fuera de la ventana aguda en el tratamiento de lesién traumatica
de médula espinal.

Implementar el modelo de lesién por contusién de la médula espinal, aunque es
menos agudo, este modelo de lesién es el mas comin en pacientes con lesion
traumatica de médula espinal.

Implementar de manera rutinaria al seguimiento de lesién traumética de médula
espinal los estudios de IRM: DTI y Tractografia.

Incluir al seguimiento por IRM secuencias BOLD para cerebro y para médula
espinal, para el andlisis de respuesta funcional en la corteza cerebral (4rea sensitiva
y motora) y en médula espinal. Se recomienda el post procesamiento del tipo Resting
State.

Se recomienda el uso de alguna terapia de rehabilitacién para estudios
posteriores con primates no humanos, en este caso se cumple el objetivo, de
comprobar la efectividad del material per se, pero la dependencia que generaron los
sujetos en su cuidado, debido a ser bipedos, fue fundamental en la respuesta motora.

La terapia podria inclusive ser estimulacién magnética transcraneal.
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