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Resumen

Introduccién. En diversos estudios se ha mostrado un eficiente uso del implante de polipirrol
dopado con yodo (PPyl), sintetizado por plasma, para la recuperacion funcional, en sujetos
experimentales, como tratamiento después de una Lesion Traumatica de la Médula Espinal (LTME).
Este trabajo muestra los resultados de la aplicacion del implante de polimero PPyl como tratamiento
después de una LTME, en fase cronica, mediante Imagenologia de Resonancia Magnética (MRI).

Objetivo. Estudiar el efecto del polimero polipirrol dopado con yodo en un modelo de lesion
cronica de médula espinal a la altura de la novena vértebra toracica en sujetos experimentales, ratas,
por medio de imagenes de resonancia magnética.

Materiales y métodos. Se ocuparon 12 ratas, Long Evans, hembras adultas, con peso entre los
215-240g, dividas en 2 grupos, implante y control. Se provoc6 una LTME a la altura de la 9% vertebra
torécica, colocando PPyl al grupo implante, 4 semanas después de la lesién. Semanalmente, con dos
evaluadores en ciego, se midié la recuperacion de la funcidon locomotora, bajo la escala de
evaluacion Basso, Beattie y Bresnahan (BBB).

Se realiz6 un estudio longitudinal de MRI 7T después de la lesion. Los valores de Fraccion de
Anisotropia (FA) y Coeficiente de Difusion Aparente (ADC) se obtuvieron por procesamiento en el
software DSI Studio. Los valores del porcentaje de tejido preservado se obtuvieron por
procesamiento en el software Amira. Se realizaron pruebas estadisticas a las medias de las variables
dependientes (FA, ADC, BBB y porcentaje de tejido preservado) del tiempo y tratamiento ocupado,
por medio de ANOVA de muestras repetidas (p<0.05). También se realizaron célculos del
coeficiente de correlacion de Pearson entre las variables mencionadas. Todo el analisis fue realizado
con el software RKWard.

Resultados. Se encontraron diferencias significativas entre las medias de ambos grupos para FA
y BBB, evidenciando una mejor recuperacion después de una LTME para el grupo implante con
respecto al grupo control. En cuanto a la variable ADC se tuvieron diferencias significativas, con
respecto a la semana de evaluacion, entre medias de los grupos. También se encontr6 significancia
estadistica en la correlacion de las variables ADC y FA para todo el conjunto de datos. Se muestra
que cuando aumenta el valor de la variable ADC, disminuye el valor de FA.
El estudio morfolégico in-vivo, por Resonancia Magnética, permitio apreciar ligeras diferencias
fisioldgicas entre ambos grupos; entre ellas la formacion de quistes menores para el grupo implante,
asi como mejor preservacion de la arquitectura de la zona lesionada. Estas apreciaciones se
corroboraron con el estudio morfométrico; el porcentaje de quistes fue mayor para el grupo control,
mientras que el porcentaje de tejido preservado, después de la semana de implante fue mayor para
el grupo con implante de polimero.

Conclusiones. Este trabajo muestra la viabilidad del uso de PPyl como tratamiento de LTME en
fase cronica. Ademas, se presentan datos que podrian ampliar el uso de variables cuantificables de
MRI (FA, ADC vy porcentaje de tejido preservado) como una herramienta complementaria en el
diagndstico de la lesion previamente mencionada.

Es importante continuar este tipo de estudios ya que amplian las opciones de evaluacion en LTME,
y ofrecen propuestas de mejora para el tratamiento de estas lesiones.



Abstract

Introduction. The efficient use of the plasma polymerization polypyrrol-iodine (PPyl) implant
have been shown in different studies, improving the motor functional outcome in the animal
subjects, after a Traumatic Spinal Cord Injury (SCI). In this theses are shown the results after the
application of the PPyl implant as a treatment in the chronic phase of SCI, evaluated by Magnetic
Resonance Imaging (MRI).

Purpose. This study was conducted to evaluate the effect of PPyl in vivo, in a chronic SCI model,
at the level of the ninth thoracic vertebra, in rats, using Magnetic Resonance Imaging.

Materials and methods. Adult female Long Evans rats (n=11), 215-240g, were randomly

assigned to one of both groups, control and implant. The implant group received PPyl particles in a
chronic phase, 4 weeks after applying a moderate contusion SCI model. The control group comprises
animals with SCI following the same injury model. Weekly, the motor function of the hind limbs
was assessed with the BBB scale.
A longitudinal MRI 7T study was followed after the SCI. The Fractional Anisotropy and Apparent
Diffusion Coefficient were obtained after data processing in DSI Studio Software. The percentage
of spared tissue was obtained by data processing in Amira Software. The statistical analysis include
a repeated measures ANOVA, searching significant differences in MRI parameters (FA, ADC and
spared tissue) and BBB scores. The Spearman coefficient correlation was calculated for FA, ADC
and BBB. All the analysis were performed in RKWard Software. Differences were considered
statistically significant at p<0.05.

Results. Significant differences in FA and BBB was found between both groups (control and

implant), showing a better recovery of motor function, after chronic SCI, for the implant group over
the control group. In ADC, just the difference between evaluation weeks, was significally different.
Also, significant negative correlation was found between ADC and FA for all the acquired data
during the experiment. ADC increased, whereas FA decreased in all groups.
The in vivo morphological study, generated by MRI, showed lightly physiological differences
between the experimental groups; included the smaller cysts formation in the implant group than the
control group. The architecture surrounding the injury epicenter, was better preserved in the implant
group compared with the control group. This results were supported by the morphometric study; the
volume percentage of cysts was higher in the control group than the implant group. And, finally, the
percentage of preserved tissue, after the implantation week, was higher in the implant group, than
the control group.

Conclusions. This theses shown the feasibility in the treatment using PPyl after a chronic SCI.
Besides, some quantitative MRI data are presented as biomarkers in SCI, it could amplify the use of
the MRI technologies in the SCI diagnosis and treatment.

It is important to continue this kind of experiments because enlarges the SCI evaluation options,
furthermore it propose some ideas to improve the treatment after the chronic spinal cord injuries.



Introduccion

La lesion Traumatica de médula espinal (LTME) es una condicion muy complicada, tanto
médica como socialmente, se le ha considerado como una de las discapacidades més tragicas
que le pueden acontecer a una persona. Esto se debe a diversos factores, siendo dos de ellos
los principales. Primero, es un padecimiento que, en la mayoria de los casos, aparece de la
nada. Sin previo aviso y con un efecto devastador desde el inicio. Nadie de nosotros es

inmune a este riesgo.

Segundo, las consecuencias de la lesion son mortalidad prematura o, en el mejor de los
casos, exclusion social. Esto se debe a que los cuidados de este padecimiento son
inadecuados en un gran nimero de paises (principalmente aquellos en vias de desarrollo),
y/o situaciones especificas en cualquier clinica. De esta forma una persona con lesion en
médula espinal puede sufrir diversos padecimientos asociados, algunos de ellos son
infecciones en vias urinarias, Ulceras en la piel y muchos otros. Estos provocan un alto

indice de muertes en los primeros afios posteriores a la lesion.

Incluso cuando el paciente recibe la atencién médica correcta y rehabilitacidn necesaria, es
probable que se le sea negado el acceso a educacion y empleo; repercutiendo directamente

en su independencia, atacando su vida familiar y social.

Por esta razon, los esfuerzos realizados en la basqueda de optimizar, perfeccionar y mejorar
la rehabilitacion de personas con LTME son extensos, asi como variados. Muchos de ellos
estdn enfocados en estudiar todos los padecimientos que desencadenan los procesos
secundarios, ya que al comprenderlos de mejor forma podria ayudar a contrarrestarlos desde
el inicio, logrando una mejor recuperacion. Otro de los tépicos en los cuales se centran los
estudios actualmente, es en regenerar y favorecer el crecimiento de las células para volver

a tener conexiones sinapticas en la zona dafiada.

En el presente estudio se muestra una opcion experimental para la rehabilitacion después de
una LTME; en estudios previos del grupo de investigacion se ha mostrado que el implante

del polimero polipirrol dopado con yodo (PPy/l), sintetizado por plasma, sobre la zona



lesionada, mejora la funcion locomotora. Esto cuando es implantado en etapas agudas y sub
agudas de la lesion. Siendo relevante ir un paso mas adelante con la investigacion,

analizando qué ocurre en la etapa crénica de la lesion antes mencionada.

Otra herramienta que se esta utilizando para rehabilitacion de la médula espinal son las
Iméagenes por Resonancia Magnética (MRI, por sus siglas en inglés Magnetic Resonance
Imaging). Estas nos permiten conocer donde y con qué gravedad esta dafiada la médula
espinal, sin ser dafiinas ni invasivas para el paciente. Dentro de las técnicas que se muestran
con mayor futuro es la de imagen por tensor de difusion (DTI, por sus siglas en inglés
Diffusion Tensor Imaging). Esta se muestra promisora en las lesiones traumaticas de la
médula, debido a su capacidad de medir la magnitud y direccion de la difusion de moléculas

de agua en varios tejidos.

Con ayuda de esta herramienta se pudo evaluar la zona lesionada de la médula espinal, con
un seguimiento longitudinal, in-vivo, de nuestros sujetos experimentales. Los cuales
llegaron hasta una etapa crénica de la lesion para posteriormente implantarles, a un grupo
de estudio, el polimero polipirrol dopado con yodo (PPy/I) obtenido por sintesis por plasma,

mencionado anteriormente.

Los resultados del experimento comentado en los parrafos anteriores se encuentran en el
capitulo sexto de la presente tesis; la metodologia utilizada para llegar a todos estos
resultados es comentada en el capitulo quinto. Por otro lado, en el primer parrafo se podréa
encontrar un marco tedrico con toda la informacion minima necesaria para comenzar a
comprender el tema y adentrarse en la linea de investigacidn. Posterior a este capitulo se
encuentran la justificacion del trabajo, la hipotesis y los objetivos; ubicados en los capitulos

segundo, tercero y cuarto, respectivamente.

Para concluir se presenta una discusion de los resultados, una conclusion de los datos
encontrados y algunas perspectivas que ampliarian el trabajo presentado. Ya que lo que se
presenta en este documento es poco comparado con toda la investigacion y datos que se

podrian obtener a partir de esto.



1  Marco Tedrico

“Tener una Lesion de Medula Espinal puede cambiar
profundamente la vida de una persona, esto puede afectar
de manera directa todos los sistemas del cuerpo. También

afecta la percepcion ante otras personas”’

Thomas N. Bryce, MD

1.1 Lesion Traumatica de Médula Espinal.

La Lesion Medular (LM) es un proceso patoldgico que afecta diferentes funciones del ser
humano, entre ellas la motora, sensitiva y autonémica. EI modo en cémo va a alterar
depende del origen, completitud y nivel en cual se produce la LM; otros factores importantes
son la extension transversal o longitudinal de tejido lesionado y su afectacion sobre la
sustancia blanca o gris (Montoto, 2006, p. 500-519, citado en Henao-Lema, 2010). La
etiologia de estas lesiones es muy variado, incluyendo causas de origen congénito,
traumatico, infeccioso, tumoral o secundario a enfermedades sistémicas. (M. e. DeVivo
2006)

Se indica que la primera causa de lesiones medulares es el trauma, ya que esté asociado con
los principales incidentes de LM, entre ellos tenemos a los accidentes de transito, heridas
por arma de fuego, heridas con armas blancas, caidas de altura, accidentes laborales,
inmersiones en aguas poco profundas, accidentes deportivos y algunos otros de menor

incidencia (Henao-Lema 2010).

Como hemos visto, la Lesion Traumatica de Médula Espinal (LTME) puede ocurrirle en
cualquier momento a una persona, nadie estd exento. Es una condicion muy complicada,
desde el punto de vista médico, asi como del social. Se le ha considerado como una de las

discapacidades mas tragicas que a una persona le pudiera ocurrir. (Mazaira 1998)

Son dos factores, principalmente, los que influyen en el efecto devastador de este

padecimiento. El primero de ellos es causado por la espontaneidad de la lesion, acompafiada



de un gran efecto destructor inmediato de las actividades y costumbres que los sujetos
desarrollaban antes de que ocurriera la lesion. (Bickenbach 2013)

El segundo se debe a los padecimientos que pueden asociarse con este tipo de traumatismo;
no solo esta presente la alta probabilidad de una complicada discapacidad, también pueden
generar gran nimero de infeccion en vias urinarias, Ulceras en la piel, dafio en
articulaciones, huesos y disfuncion general de varios sistemas, incluyendo el respiratorio,

gastrointestinal, urinario, y nervioso auténomo. (Chiu 2010)

Toda esta cadena de padecimientos asociados se debe a que cuando ocurre una LM no
existe, hasta la fecha, una forma completa para la recuperacion. Sucede lo contrario, se
desarrolla una serie de eventos destructivos, algo que es denominado como los mecanismos
secundarios de la lesion, los cuales agravan la situacion después de los eventos primarios y
pudieran explicar la dificultad de encontrar una terapia adecuada para la correcta
rehabilitacion después de una LTME. (Blesch 2008)

La LTME se podria dividir por etapas, las cuales pueden variar y traslaparse entre ellas,
segun los efectos que se determinen para cada una de las mismas. En primer lugar tenemos
a la fase aguda, la cual acontece segundos o dentro de las dos primeras horas después de la
lesion (Diaz-Ruiz 2013) y se deben a los mecanismos primarios; después esta la etapa sub-
aguda, que ocurre minutos a semanas después de la lesion (Tanhoffer AR 2007); finalmente,
la etapa cronica, que se presenta meses a afios después de que ocurre la lesién (Oyinbo
2011). En las ltimas dos etapas se generan los efectos secundarios de la lesion, los cuales

se deben a los efectos vasculares y bioquimicos implicados.

En la llamada fase aguda, ocurren los dafios derivados puramente del trauma, cuando la
estructura ha sido modificada a causa del impacto, la entrega local de oxigeno disminuye y

provocara un decremento en la funcion mitocondrial. [Figura 1.1]
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Figura 1.1 Dafio ocurrido después de LTME. Representacion del trauma inicial y dafio
secundario. Fase aguda: compromete los vasos sanguineos, reduciendo la entrega local de
oxigeno, lo que decrementa la produccién de ATP e incrementa la produccion de especies

reactivas de oxigeno. En los dafios secundarios se comienza a ver muerte neuronal,
desmielinizacion de los axones, activacion de la microglia y llegada de astrocitos que
formaran la cicatriz glial. (Scholpa 2017)

La fase aguda comienza segundos despues de la lesion e incluye eventos locales o
sistémicos. Entre estos tenemos hipotension sistémica, isquemia, vasoespasmos, dafios
sobre la membrana celular, acumulacion de neurotransmisores, caidas en la homeostasis,
entre otros. [Tabla 1.1] El primer paso para poder atacar estos padecimientos es estabilizar
al paciente, ya que, generalmente, se encuentra en una situacion que compromete de gran
manera su vida.

Tabla 1.1 Principales acontecimientos ocurridos en la fase aguda de la lesion traumatica

de médula espinal. Se remarcan en azul las casillas de los padecimientos que se repiten en
fase sub-aguda. Modificado de Oyinbo, 2011

Disminucion del flujo
sanguineo e hipotension
arterial sistémica

Transtornos en la
homeostasis

Acumulacion de
neurotransmisores

Dafios que
comprometen la
membrana celular

Vasoespasmo

Isquemia

Edema

Muerte celular
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Efectos secundarios de la Lesion Traumatica de Médula Espinal

En la fase sub-aguda, que ocurre desde minutos hasta semanas 0 meses después de la lesion,

se continuan presentando algunos de los efectos mostrados en la fase previa. Sin embargo




también aparecen algunos nuevos [Tabla 1.2], entre ellos tenemos la formacion de radicales
libres y la respuesta inflamatoria que es altamente relevante en el proceso catabdlico
intracelular dentro de los mecanismos secundarios (Popovich 1997)

Tabla 1.2 Principales acontecimientos ocurridos en la fase sub-aguda de la lesion
traumatica de médula espinal. Se remarcan en azul las casillas de los padecimientos que se

repiten en fase aguda y en verde aquellos que también aparecen en fase crénica.
Modificado de Oyinbo, 2011

Disminucion del flujo
sanguineo e hipotension
arterial sistémica

Transtornos en la
homeostasis

Excitotoxicidad causada
por neurotransmisores

Darios que
comprometen la
membrana celular

Norepinefrina

mitocondrial,
disminucion de ATP

Vasoespasmo Isquemia Edema Muerte celular
Produccidn de radicales . S " . Bloqueo en la
. Lipoperoxidacion Exceso de dxido nitroso -
libres conduccién
Fallas en la funcién Invasion de células del Respuesta inflamatoria
Exceso de

sistema inmune y
liberacion de citoquinas

debido a la muerte
celular

Inhibicién de los
factores de crecimiento
neuronales
Desmielinizacion de los
axones sobrevivientes

Compresion vertebral/
inestabilidad de la
columna

Cromatolisis central

Emision inicial de
cicatriz glial

Inicio de cavitacion

Apoptosis central

Este proceso inflamatorio es pieza clave para entender los dafios secundarios, persistentes
hasta meses después de la lesion, esto es porque se genera una proliferacion desmedida de
astrocitos, los cuales van generando hipertrofia y una cicatriz glial que prohibe la
comunicacion entre las neuronas sobrevivientes de los efectos primarios de la lesion (Fitch
1999).

Ademas, estas células del sistema inmune secretan citoquinas proinflamatorias que
extienden el proceso inflamatorio, algunas de ellas son interleucina IL-1pB, IL-6 y Factor de
Necrosis Tumoral-a (TNF-a). Es cierto que estos efectos son una respuesta critica para la
limpieza y remocion de basura organica, una proteccion inmunoldgica que es
contraproducente en este caso, ya que terminara con el proceso iniciado, la muerte neuronal
(Dong 2001).

Entre otros procesos de la etapa sub-aguda, también tenemos a la excesiva entrada de calcio

a la zona comprometida, fallas en la funcién mitocondrial y estrés oxidativo, inhibiendo la



recuperacion nerviosa y la regeneracion de los axones (Warden 2001). Todo esto continlia
incitando la apoptosis, situacion que prevalece hasta la etapa cronica.

Finalmente, es pertinente mencionar que estos procesos van ligados unos con otros y pueden
ocurrir en diferentes momentos alrededor de la zona comprometida, ya que ésta se extiende,

los dafos se van alargando.

Cuando se entra en la fase crénica de la lesion todavia se ven muchos de los procesos
bioquimicos presentados en la fase sub-aguda [Tabla 1.3]. Por ejemplo, la cascada de
apoptosis continla en las neuronas, oligodendrocitos, microglia y astrocitos. La
provocacién mas importante para la muerte neuronal después de la lesion esta marcada por
la induccidn de calcio en las células (Xiong 2008), se comienzan a romper proteinas en el
interior y se deriva en la muerte.

Tabla 1.3 Principales acontecimientos ocurridos en la fase cronica de la lesion traumatica

de médula espinal. Se remarcan en verde aquellos padecimientos que también aparecen en
fase sub-aguda. Modificado de Oyinbo, 2011

La desmielinizacion Continuacion de L Cicatriz glial /
. . Cavitacion central . .
contina apoptosis Formacion de quistes
Alteracion de los Proceso regenerativo, .
. Alteracion de los . -
canales y receptores incluyendo brotes o Siringomielia
- neurocircuitos
ionicos generados por neuronas

Otro de los ejemplos para esta fase es la cavitacion central, un fenébmeno progresivo que
agrega complejidad al proceso de cura para una LTME, se comienza a presentar en la fase
sub-aguda pero contintia evolucionando a lo largo del tiempo después de la lesion. Se trata
de una cavidad encapsulada por cicatriz, puede ir aumentando de tamafio conforme pasa el

tiempo, acompaiado del proceso inflamatorio (Nguyen 2012).

Sobre la desmielinizacién, uno de los procesos relevantes en la fase cronica, se debe,
principalmente, a la muerte, en el epicentro de la lesion, de los oligodendrocitos. Estos
mueren horas después de la LTME, pero su apoptosis continda extendiéndose hasta por
semanas. Esta desmielinizacion provoca retrasos y bloqueos en la comunicacion neuronal,

aumentando las limitaciones para curar la lesion (Oyinbo 2011).



Uno de los pocos puntos a favor, para resaltar en esta fase, es el proceso regenerativo
espontaneo, incluyendo la mielinizacion, el crecimiento y brote axonal. Se ha mostrado que
en ratas, después de dos meses de la lesion se tuvo el punto mas alto de desmielinizacion,
pero éste fue bajando, de forma espontanea, hasta el décimo segundo mes de evaluacion,

altimo punto del estudio (Salgado-Ceballos 1998).

Pero s6lo una cantidad limitada de esos axones logran recuperar sus funciones sinapticas
por completo, una de las causas de esta falta de comunicacion, entre otras, es la limitante de
no tener un sitio propicio o guia para poder alcanzar el sitio adecuado (Cruz 2012). Y,
debemos recordar, este tipo de regeneracion tan prometedor es en ratas; en humanos se

vuelve mucho mas complicado.

Finalmente, la siringomielia es el término utilizado para describir la formacién de quistes,
rellenos de fluido cerebroespinal, en el interior de la médula espinal. Este trastorno cronico
y progresivo, empeora a medida que los quistes crecen y generan una compresion sobre los
nervios (Flores 2012). Los quistes pueden comenzar a formarse desde la etapa sub-aguda,

pero es en la fase cronica cuando aparecen con mayor incidencia.

No se conoce completamente el proceso fisiopatoldgico que lleva a este padecimiento
después de una LTME. Actualmente las imagenes por resonancia magnética son el método
de diagnostico para este padecimiento, debido a su capacidad de deteccion de flujo en el
interior de la médula. (Mclintyre A 2014).

1.1.2 Anatomia y fisiologia de la médula espinal

El Sistema Nervioso es unico en la gran complejidad de las reacciones de control que puede
llevar en poco tiempo para mantener estable al cuerpo humano, se compone de un tejido
especializado para regular las funciones mas especializadas del organismo. Se divide en el

Sistema Nervioso Central (SNC) y el Sistema Nervioso Periférico (SNP).

El tejido nervioso incluye dos tipos de células: las neuronas y la neuroglia (también llamadas
células de sostén). Las primeras son las responsables de todas las funciones atribuidas al
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sistema nervioso. Son células excitables, capaces de conducir impulsos a modo de
informacion e indicaciones para otras zonas del cuerpo. Aunque pueden tener variantes en
tamafo y forma, todas las neuronas presentan una estructura basica que consta de tres partes
esenciales: A) Soma neuronal; contiene el nucleo y citoplasma con todos los organulos
intracelulares encargados del metabolismo celular. Desde este cuerpo neuronal se
desprenden multiples ramificaciones que componen las &reas receptoras y emisoras de
sefial. B) Dendritas; son prolongaciones ramificadas, a través de estas se reciben estimulos
procedentes de neuronas vecinas con las cuales se establece la comunicacion Ilamada
sinapsis. C) Axon; es la prolongacion que se desprende del soma, su funcion es enviar el
impulso nervioso desde el cuerpo celular a otras células nerviosas u 6rganos efectores a

través de la sinapsis. [Figura 1.2]

Dendritas

Encéfalo <

Soma

Axén

/ .

|, Neuronas
de segundo
orden

Médula espinal <

Figura 1.2 Estructura de una neurona grande perteneciente al encéfalo (Guyton 2011).

Para formar la sinapsis, el axén de la célula presinaptica se ensancha formando la terminal
presinaptica con vesiculas que almacenan un neurotransmisor quimico. Por su parte, la
célula postsinaptica posee una terminal postsinaptica. El espacio entre ambas terminales es

conocido como hendidura sinaptica. [Figura 1.3].
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Figura 1.3. Anatomia fisiologica de la sinapsis (Guyton 2011).

Por otro lado, la neuroglia es un conjunto de células pequefias, entre ellas tenemos a los
astrocitos, oligodentrocitos, células de Schwann, células ependimarias, microglia, etc.
Tienen funciones importantes; algunos ejemplos son: generacion de una especie de andamio
para estructura y soporte de las neuronas, metabolismo neuronal, sintesis de mielina y
mielinizacion de los axones de las neuronas, la respuesta inmune con funcién fagocitaria,

contribucion al flujo del Liquido Cefalorraquideo (LCR).

El sistema nervioso humano ha heredado caracteristicas evolutivas especificas para cumplir
con las funciones mas complejas del cuerpo humano. De esta evolucion se puede dividir en
tres niveles con diferentes funciones significativas, entre estos tenemos: nivel medular, nivel

encefalico bajo y nivel encefalico alto o cortical. (Guyton 1984)

En el nivel medular tenemos como principal actor a la medula espinal. Esta se extiende
desde el bulbo raquideo hasta el borde superior de la segunda vértebra lumbar. Por su parte
inferior acaba en forma de cono (cono medular) y luego viene la cola de caballo. [Figura
1.4].
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Figura 1.4 Organizacion longitudinal de la médula espinal, con una breve descripcion de
las mayores funciones de cada nivel (Bickenbach 2013).

La médula espinal esta constituida por sustancia gris en la parte central y sustancia blanca,
situada en la parte mas externa. Por ambos lados de la médula espinal, la sustancia gris se
subdivide en regiones conocidas como astas, las cuales se denominan por su localizacion,
ya sea en anteriores, posteriores y laterales. En forma general, desde un corte axial, la
sustancia gris tiene forma de hache mayuscula o de mariposa en el centro de la médula. La
sustancia blanca esta reunida en forma de cordones, anteriores, laterales y posteriores. En
el centro de la médula existe un canal por el cual corre el LCR, llamado epéndimo. [Figura
1.5]
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Figura 1.5 Corte axial de la médula espinal

En la médula espinal las sefiales sensoriales son transmitidas por los nervios raquideos
penetrando en cada segmento; éstas podrian generan respuestas motoras cercanas al lugar
donde se generd la sefial o en algiin segmento cercano. Préacticamente todas las respuestas
motoras de la médula son automaticas e inmediatas, ocurriendo a modo de reflejo. (Guyton
1984)

La médula espinal estd rodeada por tres capas de tejido conjuntivo, conocido como
meninges: duramadre, aracnoides y piamadre [Figura 1.6]. La primera es la mas expuesta
al resto del organismo, es una cubierta tubular, altamente resistente y fibrosa. La aracnoides
es una membrana transparente, delgada. Entre ésta y la piamadre se encuentra el espacio
subaracnoideo que contiene el LCR. (Tortosa 2009)
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113 Epidemiologia de la lesion de médula espinal

El resultado de una LTME es una profunda discapacidad que en muchos casos puede llevar
a la muerte. Es una patologia que afecta bioldgica y socialmente a los individuos, ya que
existe una gran incidencia en etapa productiva, resultando en una carga emocional, no s6lo

para él, también para su familia y la sociedad que lo rodea.

En la mayoria de los paises en vias de desarrollo no existen sistemas estadisticos confiables
para poder describir la patologia, lo que seria de gran ayuda para abordar cada uno de los
casos de diferente manera (Pérez 2008). Es por ello que Latinoamérica no registra una gran

cantidad de estudios enfocados al tratamiento y cuidado de este tipo de padecimiento.

De entre los pocos datos que se encuentran en México, se puede decir que el promedio de
edad en la cual acontece la LME (Lesion de Médula Espinal) es aproximadamente 33.1 y
33.6 para hombres y mujeres, respectivamente. Pero, en la incidencia no ocurre lo mismo
entre generos que con la edad; en este caso la relacion de afectacion hombre mujer es de 3.2

a 1 respectivamente. Entre otros datos, también se muestra que el accidente automovilistico
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representa el primer lugar de causas, seguido por caida de altura pero muy proximo a las
heridas por arma de fuego, una causa que ha venido aumentando con los afios, reflejando,

probablemente, de alguna forma la situacién social y politica del pais (Pérez 2008).

En Bogot4, bajo condiciones estadisticas poco confiables, similar a México, se reporta que
la edad promedio de las personas con LME es de aproximadamente 36 afios, con una

relacion hombre mujer de 4.1-1, respectivamente (Garzon 2005).

En Estados Unidos, con una base de datos mucho mas robusta a lo que se presenta en
México, los datos del National Spinal Cord Injury Statistical Center (NSCISC) arrojan que
la incidencia anual, para 2015, fue de 54 casos nuevos por millén de habitantes, lo que deja
un aproximado de 17,000 nuevos casos de LME cada afio. Dentro de estos no se incluyen

aquellos que mueren durante el accidente.

En el caso del Reino Unido, se pueden encontrar datos sobre LTME en menor prevalencia
que en los mencionados previamente, este padecimiento le ocurre a un estimado de entre 10
y 15 personas por millén de poblacion (Grundy D. 2002), una cantidad considerablemente
menor, pero que se ve reflejado en los mas de 40,000 habitantes en esta region con este
padecimiento, segun datos del 2008 otorgados por el Royal College of Physicians y cols. Y
en informacion global, hay un estimado de 2.5 millones de personas que viven con una
lesion de médula espinal, con més de 130,000 casos nuevos reportandose anualmente.
(Thuret S 2006)

Sobre la prevalencia en Estados Unidos, se pensaba que era de 282,000 personas para el afio
2016 y que el promedio de edad al cual ocurre la lesion es de 42 afios, con un 80% de los

nuevos casos para los hombres.

En cuanto a la etiologia, se dice que el 38% corresponden a accidentes vehiculares, 30% a
caidas y el resto a otras causas como deportes, situaciones quirdrgicas, entre otras. Se puede
denotar que, en contraste con otros datos que se han presentado, los casos por violencia

disminuyen en gran nimero para este estudio.

Otros de los datos a resaltar son el estado civil, el nivel educativo y la ocupacion de las

personas. Para el primero de los casos, mas de la mitad de los lesionados se encuentran
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solteros al momento de la lesion; del mismo modo, el porcentaje de personas con nivel
educativo menor al bachillerato es superior al 50% cuando ocurre la LME; por ultimo, casi
el 60% de los lesionados estd empleado formalmente al momento de la lesion. (National
Spinal Cord Injury Statistical Center 2016)

Hablando del costo de vida, estimado, para una persona que sufre paraplejia, derivada de
LTME, a los 25 afios de edad, es mayor a 2.3 millones de dolares. Para alguien con
tetraplejia, con lesion ocurrida a la misma edad que el caso anterior, es mayor a 3.5 millones
de ddlares. (M. DeVivo 2002).

Finalmente, la esperanza de vida para una persona que sufre LTME, derivando en paraplejia,
a los 20 afios, se reduce en mas de 15 afios; mientras que para tetraplejia se reduce mas de
20 afos. Cuando se incrementa la gravedad, y hay dependencia de ventilador para suplir la
funcién pulmonar, la esperanza de vida se reduce a menos de 40 afios de edad. (National
Spinal Cord Injury Statistical Center 2016)

1.14 Estrategias terapéuticas en lesién de médula espinal

Como previamente se menciond, la LTME es un padecimiento inesperado que no permite
tener ningun tipo de prevencion capaz de evitar por completo los dafios primarios en todas
las personas. La ventana de tiempo para actuar durante estos dafios es demasiado corta para
muchos sistemas de salud; dar un diagndstico efectivo del lugar de la lesion, estabilizar las
vértebras del paciente y darle algin tratamiento efectivo, en corto tiempo, se vuelve una
tarea imposible para todos los casos. Si bien es cierto que descomprimir la médula espinal
y estabilizar las vértebras ayuda para no tener un dafio continuo, s6lo minimiza el efecto

primario de la lesion.

Sin embargo, los efectos secundarios se pueden limitar; es decir, evitar que la lesion se
extienda mas, esto ayudara a tener mejores oportunidades para intentar prosperar a una
recuperacion. Pero, como bien se sabe, no existe actualmente un modo efectivo para curar
este padecimiento en pacientes, ya que evitar los efectos de los dafios secundarios esta aun

lejos del alcance de la ciencia.
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Se han hecho varios acercamientos, estrategias terapéuticas, para detener los dafios
secundarios. Entre ellos tenemos la entrega de factores de crecimiento, mejora de las
propiedades conductivas, modulacion de las interacciones con los inhibidores de mielina,
modificaciones a la matriz extracelular y estimulacion eléctrica, tratando de mejorar la

conductividad de la zona a través de la reactivacion de los nervios.

Uno de los primeros tratamientos utilizados después de una LTME fueron los esteroides
glucocorticoides, se penso en ellos por su habilidad de reducir edemas cerebrales en
pacientes con tumor, el principal de ellos fue la metilprednisolona (MP). Se mostré que sus
efectos son limitados para las funciones que se buscan, ademas se debe suministrar muy
rapido. El verdadero problema no fue eso, radicé en los posibles efectos secundarios, ya que
aumenta el riesgo de infecciones, de trombosis, neumonia y retraso en sanar heridas, entre
otros efectos encontrados en dosis altas (Scholpa 2017). Por lo tanto, se le ha categorizado
como inoperante para los propositos deseados y como un factor riesgoso. (Hall 2004)

Algunas de estas estrategias terapéuticas, también se han enfocado a alterar la
neuroinflamacién, a través de farmacos antinflamatorios la como minociclina, o
inmunosupresores como la ciclosporina A (CsA). La minociclina, por ejemplo, es un
antibidtico tipo tetraciclina con efecto neuroprotector y propiedades antiinflamatorias. Se
mostré que a travées de la reduccion de la inflamacion en la zona de la lesion, el puntaje
motriz se mejoraba en pacientes con LTME a nivel cervical, sin dar beneficios a nivel
toracico (Ulndreaj 2017).

Por otro lado, la ciclosporina, con la cual se buscaba inhibir la permeabilidad mitocondrial
después de la lesion, para mejorar su funcién y disminuir la muerte celular en el SNC, ya se
ha probado que sus resultados, para tratamiento clinico, son inconsistentes para la funcion
deseada. (McMahon 2009)

Otro antibiotico que se ha usado para estos fines, con buenos resultados preclinicos es Anti-
Nogo-A. Se ha mostrado que promueve el brote axonal y mejora la recuperacion funcional
después de una LTME. Actualmente también se encuentra en pruebas clinicas. Otro

producto que se ha utilizado en pruebas clinicas es la dapsona; se busca utilizar sus efectos
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antioxidantes, antinflamatorios y antiapoptoticos en LTME. Se ha mostrado que este
producto, en las primeras horas después de la lesion, a través de la inhibicion de la enzima

mieloperoxidasa tiene una proteccion significativa de la médula espinal. (Diaz-Ruiz 2011)

Otros de los acercamientos importantes, en cuanto a desinflamatorios, se refiere a la
inmunoglobulina intravenosa G (IVIG, por sus siglas en inglés), la cual es tomada de
donadores sanos, y es suministrada a modo de suero. Los modelos preclinicos han mostrado

que, a traves de la disminucion inflamatoria, se mejora la recuperacion (Brennan 2016).

También se ha probado con la reduccion del dafio por radicales libres, mediante la
administracion de glucocorticoides, quelantes de hierro y promotores de glutationes. Por
reduccién del dafio neuronal por excitotoxicidad, administrando N-metil-D-Aspartato

(NMDA) o Riluzole, los cuales funcionan como receptores antagonistas (Oyinbo 2011).

Riluzole, es un benzotiazol que inhibe los canales de sodio y, con ello, la liberacién de
glutamato, reduciendo la excitotoxicidad. Se han mostrado buenos resultados del Riluzole
para algunos padecimientos del SNC, como esclerosis lateral, Parkinson, Huntington y

Alzheimer.

En estudios preclinicos se ha mostrado que este tratamiento reduce la espasticidad y
promueve la preservacion neuronal en ratas con lesion medular por hemiseccion a nivel
cervical. (Satkunendrarajah 2016) En situacion clinica se ha mostrado que mejora el puntaje
motriz en pacientes con lesion incompleta a nivel cervical, no asi en pacientes con lesién a

nivel toracico (Grossman 2014).

Algunos otros intentos consisten en farmacos hipoglucemiantes o que detengan la
hemorragia de la zona lesionada, como la Glibenclamida. Aprobada por la FDA (Food and
Drug Administration) para su uso contra la diabetes. Se encontr6 que bloqueando la
deformacion de los capilares, con este farmaco, se contribuia a disminuir la hemorragia en
la zona de la lesion. Estudios en ratas permitieron observar un decremento en el volumen

de la lesién y preservacion de materia blanca. (Simard JM 2007)

Tambien se debe poner atencidn a una de las corrientes mas fuertes en la ingenieria de

tejidos, el trasplante de células progenitoras. Esta idea comenzé con trasplante de otro tipo
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de ceélulas, para tratar de reponer o unir a las células muertas o sobrevivientes,
respectivamente. Esto buscando crear un ambiente méas favorecedor para la regeneracion
neuronal. Se comenzO con trasplante de nervio periférico, células de Schwann

(Papastefanaki 2007), células progenitoras embrionarias y de adulto. (Jablonska 2010)

Sin embargo, las que se muestran mas atractivas son las células progenitoras
mesenquimales, una célula madre multipotencial. Queda mucho por entender sobre este tipo
de célula, como actla y su eficacia a diferentes zonas, pero se ha mostrado que en
tratamiento de LTME reducen la inflamacién, modulan la respuesta inmune y secretan

factores neuroprotectores.

Tal vez la preferencia en este tipo de célula se deba a que se encuentra en muchos tejidos
de los adultos, tales como médula 6sea, cartilago, tejido adiposo, entre otros, y que es la
célula progenitora méas estudiada en medicina regenerativa; por lo tanto existen muchos
métodos bien conocidos para su extraccién, cultivo, purificacién, etc. Que aumentan cada

vez la cantidad de estudios clinicos. (Ulndreaj 2017)

Muchos de los intentos terapéuticos tienen buenos resultados en ensayos preclinicos pero
tienen muchos problemas para hacer la traslacién clinica, incluso los que se han llegado a
probar clinicamente, tienen menores efectos que lo mostrado previamente. De acuerdo con
lo expuesto por (Ulndreaj 2017) hay poco énfasis en las necesidades clinicas con respecto
a lo que se hace en lo experimental. Se sabe que arriba del 50% de los casos de LTME son

a nivel cervical pero la gran mayoria de los casos preclinicos son realizados a nivel toracico.

Solo basta recordar que hay grandes diferencias entre la médula en los diferentes niveles,
tanto anatémica como fisiol6gicamente y de respuesta inmune, estos factores hacen que los

resultados neuroprotectores se vean afectados al momento de querer probarlos clinicamente.

Se debe mencionar que se han hecho esfuerzos de otro tipo para mejorar la rehabilitacion y
calidad de vida para los pacientes con LTME; por ejemplo, mediante asistencia con
dispositivos roboticos para caminar durante las terapias fisicas de rehabilitacion. Se ha
logrado reducir la percepcion del dolor, el nivel de espasticidad, incrementar la velocidad y

longitud de paso al caminar, asi como mejorar la postura (Varoqui 2014).
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Estos resultados fomentan una mejora en las funciones intestinales, cardiorrespiratorias,
urinarias y metabdlicas, entre otras. Como se sabe, la robética es un campo en continuo
avance; por ello se espera que en un futuro estos dispositivos puedan utilizarse no sélo
durante la terapia, sino en las actividades de la vida diaria (Holanda 2017). Se espera que,
en union con otra terapia de neuroregeneracion, se puedan hacer mejoras en los dispositivos
robéticos de asistencia al paciente con LTME para que puedan ser de uso continuo y

devolver la funcion locomotora.

Por altimo, no nos podemos olvidar de los implantes de biomateriales en el area de la lesién,
que trabajan como un andamio en el espacio perdido o lastimado por la lesion, para
recuperar la comunicacion y la regeneracion del tejido que se ha perdido. Los biomateriales
mas estudiados han sido los polimeros compatibles con el SNC. Se espera que con un
material biocompatible, implantado en la lesion, puedan reducirse los dafios secundarios v,
mejor adn, proveer un espacio que facilite el contacto entre ambos lados del epicentro de la

lesion (Cruz 2010). En el siguiente apartado se detallardn mas estos polimeros.

1.2 Polimeros en aplicaciones biomédicas

Los biomateriales se han usado de forma recurrente para beneficio en varias aplicaciones
terapéuticas, desde las aplicaciones en liberacion controlada de farmacos, hasta dispositivos

quirurgicos, implantes, equipo ortopédico y materiales de soporte (Liang 2017).

Algunas otras aplicaciones, ya mas enfocadas a biopolimeros son los andamios para
crecimiento, funcionalizacion y adaptacion celular (Wang 2015, Fan 2014), inmovilizacion
de enzimas, biosensores (Tahara 2013), bioadhesivos y dispositivos oculares. La
importancia central de los polimeros como biomateriales funcionales se debe, en gran parte,
al avance en las técnicas de sintesis y la gran versatilidad de produccion de polimeros para

la ayuda en diferentes procesos fisioldgicos. La capacidad de produccion y modificacion

21



hace a los biopolimeros méas deseables para muchas aplicaciones especificas; comparado
con otros biomateriales como cerdmicas o metales (Angelova 1999).

Por ejemplo, los hidrogeles son polimeros hidrofilicos entrecruzados que tienen un alto
contenido de agua pero que proveen una estructura con poros de tamafo controlable. Son
un tipo de polimero con una importancia creciente en el campo biomédico; en lesion de
médula espinal se cree que ellos sirven en la recuperacion, funcionando como un puente
para el crecimiento axonal y a modo de proteccion para el crecimiento de cicatriz,
permitiendo crear un ambiente méas prospero para la recuperacion del SNC. (Hejcl 2008)
Otros de los polimeros atractivos para la recuperacion de LTME son aquellos biopolimeros
conductores sintetizados por plasma, entre ellos el PPy/I (Polipirrol/ Yodo) que se vera con

detalle mas adelante.

Se debe recordar que los polimeros usados como biomateriales también pueden ser
naturales, sintéticos o una combinacion de ambos. En la Tabla 1.4 se encuentran algunos de
los principales polimeros naturales que se han utilizado. Estos son normalmente
biodegradables, pero tienen una gran desventaja; la falta de reproducibilidad para obtener
el producto con estructura similar. Aunado a esto se encuentra la dificultad en los procesos
para purificarlo y modificarlo cuando es necesario.

Tabla 1.4 Principales polimeros naturales en aplicaciones biomédicas. Modificado de
(Angelova 1999)

Colagena Basada en proteinas. Reabsorbible, biocompatible, no toxico, elastico, usado
como implante en ingenieria de tejidos. Se usa en suturas, microesferas
liberadoras de farmacos, drenador de heridas.

AlbUmina Basada en proteinas. Reabsorbible, biocompatible, no téxico, elastico, usado
como implante en ingenieria de tejidos. Usada como transportadora para
liberacion de farmacos. (Cao 2015)

Poli Entre algunos ejemplos tenemos la poli(a, L-lisina), poli (o, L-acido
(aminoécidos) | glutdmico), poli(acido aspéartico). Son no téxicos, biocompatibles; son
ocupados como transportadores de farmacos.

Alginato Extraido de fuente vegetal (algas marinas). Excelentes propiedades de
formacion en gel. La estructura y viscosidad depende de la composicion
quimica de formacion. Es ocupado en inmovilizacion de matrices para células
y enzimas, microcapsulas inyectables para tratamientos neurodegenerativo y
padecimientos hormonales, asi como para liberacidn controlada de sustancias
bioactivas (Tran 2014).
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Acido Extraido de origen animal. Excelente lubricante, potencial agente terapéutico.

hialurénico

Heparina Extraido de origen animal. Propiedades antitrombaéticas y anticoagulantes,
ampliamente usado en cirugia.
Quitosan Extraido de origen animal. Biocompatible, no tdxico, excelente habilidad para
formacion de geles. Usado en sistemas de liberacion controlada y
encapsulamiento de sustancias; puede ser utilizado como gel, membrana o
microesfera. (Choi 2015)

En los polimeros sintéticos sucede lo contrario, el modo de produccion para condiciones
necesarias, especificas, es relativamente sencillo y reproducible, pero existe el problema de
la biocompatibilidad, se suele asociar a los polimeros sintéticos con reacciones
inflamatorias. Sin embargo, en la actualidad ya existe una larga lista de biopolimeros

sintéticos compatibles con el cuerpo humano, en la Tabla 1.5 se presentan algunos de ellos.

Tabla 1.5 Principales polimeros sintéticos en aplicaciones biomédicas. Modificado de

(Angelova 1999)
Poliésteres Algunos ejemplos son poliacido lactico (PLA), poliacido glicélico (PGA),
alifaticos policaprolactona (PCL). Son usados en suturas, liberacion de farmacos,

como andamios para crecimiento celular. Son biodegradables y sus
propiedades pueden variar dependiendo de su fabricacion

Polivinil alcohol | Mejor conocido como PVC, se usa como gel y anclado en membranas para
entrega de farmacos e inmunoaislamiento celular.

Polimetil El PMMA, junto con sus copolimeros son usados en implantes dentales,
metacrilato remplazo de hueso e instrumentacién ocular.
Politetrafloruro- | Teflon®, se utiliza como injerto vascular, en clips y suturas, asi como
etileno recubrimientos.
Polioxido de Es altamente biocompatible. Sus diferentes copolimeros se han usado en
etileno diversas aplicaciones biomédicas
Polihidroxietilo | Sus hidrogeles han sido utilizados como lentes de contacto suaves, asi
metacrilato como entrega de farmacos, recubrimiento para la piel e inmunoaislamiento
celular.

Poliuretanos Usado en implantes médicos permanentes como protesis o catéteres, y en
termoplasticos | sistemas de liberacion de drogas.

Existe una amplia gama de métodos para producir y mimetizar con biomateriales
poliméricos; las opciones son muchas por lo cual se deben buscar las diferencias entre unas
y otras, para ver cual es el mejor método para el tipo de biopolimero, la fisiologia de la

region donde se piensa utilizar y las propiedades ideales a las que se desea llegar.
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Algunos métodos son: Union de fibras, electrohilado, moldeado por fundicién, separacion
entre fases, liofilizacidn, lixiviacion con sal (Thottappillil 2015), prototipado digital con
impresion de tinta 3D, por microextrusion, por impresion mediada por laser, entre otros
(Morsi 2014). Finalmente, en el siguiente apartado se mostrara con mayor precision, otro

de los métodos, polimerizacion por plasma.

1.2.1 Polimerizacion por plasma

El método de sintesis de un polimero es relevante para las propiedades de los polimeros.
Mas aln cuando se busca biocompatibilidad, ya que ciertos aceleradores, solventes o
productos intermediarios, tipicos en las reacciones quimicas, podrian ser dafiinos para
ciertos tejidos, células o estructuras del cuerpo humano. Es ideal que cuando buscamos
biocompatibilidad, en el método de polimerizacion, se encuentre sélo el monomero
especifico del polimero. Esto con la intencidn de reducir reacciones adversas o no deseadas

en el organismo donde se colocaré el implante (Cruz 2010).

Un método que cumple con esas caracteristicas es la polimerizacion por plasma. La reaccion
quimica es llevada a cabo mediante un campo eléctrico que promueve una colisién continua
entre los mondmeros, los cuales se van uniendo poco a poco, acelerados por un potencial

eléctrico.

Todo esto sucede en un reactor, el cual se encuentra conectado a una bomba que lo mantiene
al vacio. [Figura 1.7] La energia cinética que los electrones pueden alcanzar durante esta
polimerizacion es equivalente a mas de 100,000°C en el campo de la termodinamica que

conocemos (Hegemann 2006).
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Figura 1.7 Diagrama ejemplo de polimerizacion por plasma. La entrada de mondmero, la
bomba de vacio y una salida para medicion de presion en la parte inferior. Los dos
electrodos en el centro con la reaccion y el plasma entre ellos; uno a tierra y el otro a la
fuente de energia. (Wydeven 1976)

Otras de las ventajas que obtenemos en la sintesis por plasma son que la reaccién puede
comenzar en estado gaseoso, que el polimero recubre cualquier superficie expuesta al
plasma; para nuestro caso recubrira ambas placas expuestas dentro del reactor. Ademas, este
método de sintesis es medianamente reproducible, ya que el tiempo de reaccion nos puede
dar un aproximado del grosor y tamafio de la pelicula de recubrimiento de los materiales
expuestos. Finalmente, la energia electromagnética, las bajas presiones y altas energias del
material producen un material estéril. Todas estas propiedades hacen que este tipo de

sintesis sea el ideal para tratamientos en la LTME, tal como se vera en el siguiente apartado.
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1.2.2 Polimero polipirrol dopado con yodo en lesién de médula espinal

Como ya se ha visto en espacios previos, los polimeros son utilizados en muchas
aplicaciones; con diferentes métodos de sintesis. En el caso especifico de lesién de médula
espinal, Alvarez-Mejia, en el 2008, demostr6 que los implantes poliméricos (PPy, PPy/I,
PPy/PEG) utilizados en su trabajo tenian un posible beneficio en la recuperacion funcional
de sujetos experimentales, después de una lesién de médula espinal.

Se menciona que el posible beneficio pueda deberse al método de sintesis (por plasma) ya
que los grupos nitrilos, de triples ligaduras, que aparecen con este método, pueden afiadir a
los radicales libres y actuar como antioxidantes, reduciendo procesos dafiinos como la
lipoperoxidacion. Se debe mencionar que este efecto s6lo se mostré en estos polimeros
cuando eran sintetizados por plasma, otros métodos no presentaban dichos efectos. (Alvarez
Mejia 2015)

También se demostrd que al utilizar PPy/l en los implantes, la recuperacion motora fue
mayor que en los otros polimeros que también fueron sintetizados por plasma, esto se piensa
que se puede deber a la absorcion de nitrogeno, es mas intensa que en los otros dos. Otro
detalle importante a mencionar fue que también se presentaba una menor destruccién del
tejido con el implante de PPy/I con respecto a los otros polimeros sintetizados por plasma.
Cabe mencionar que otro factor importante que explique este fendémeno sea la conductividad
eléctrica, ya que PPy/l mostré una mayor conductividad con respecto a los otros implantes

poliméricos probados.

Con base en estos resultados se han hecho diferentes pruebas con algunas variantes en el
tiempo de administracion, etapa y tipo de lesion, método de aplicacion del polimero y
sujetos de experimentacion (Morales-Guadarrama 2015, Alvarez-Mejia 2015, Cruz 2012,

Mondragon-Lozano 2017).
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1.3 Imagenologia por Resonancia magnética.

La obtencion de imagenes, con fines médicos, por medio de Resonancia Magnética fueron
realizadas por primera vez en el Reino Unido en 1980 (Grover 2015). Este tipo de técnica
tiene una amplia aceptacion actualmente, ademas de su reconocimiento a nivel mundial. De
acuerdo con Nacher (2007), el gran reconocimiento de la Imagen por Resonancia Magnética
(MRI, por sus siglas en inglés), en el campo médico, es debido a su variedad para obtener

imagenes nitidaz del interior del cuerpo de una forma no invasiva e inofensiva.

Las imagenes por resonancia magnética son una importante herramienta para diagnosticar
y evaluar la LTME, éstas permiten una visualizacion no invasiva de los cambios en la
médula espinal. Imagenes convencionales, ponderadas en T1 y T2 son comunmente usadas
para identificar alteraciones vertebrales, compresiones de la médula y lesiones en general
dentro de esta zona. (Oakden 2015)

La MRI emplea un campo magnético principal, Ilamado externo o estacionario (Bo), de
gran potencia; se consigue a través de una gran corriente eléctrica generada por una bobina
a temperaturas superconductivas, enfriadas con helio liquido. (Pooley 2005) Este campo
hace que los protones del sujeto analizado puedan alinearse con él, ya sea de forma paralela
—también conocida como de baja energia- o antiparalela —también conocida como estado

o

de alta energia-, tal como es mostrado en la Figura 1.8

ANTI PARALELO PARALE LO

Figura 1.8 Protones alineados de forma de baja o alta energia con respecto al campo
estacionario (Grover 2015).
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Los nucleos del sujeto que es sometido al campo externo se alinean en la misma direccion
que el campo Bo. [Figura 1.9] A pesar de que un objeto magnético se pueda orientar
completamente de forma paralela al campo, los nucleos de éste tienen un momento angular

debido a su precesion alrededor del eje del campo magnético externo.
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Figura 1.9 Protones sin y con aplicacion de un campo magnético externo (Pooley 2005).

La velocidad de rotacion alrededor del campo es conocida como la frecuencia de Larmor,
la cual es directamente proporcional a la fuerza del campo magnético que se tenga (Stehling,

Turner y Mansfield 1991), tal como se describe en la siguiente ecuacion:
wo =YBy

Donde el radio giromagnético y = 42.58 MHz /T, para hidrogeno, mientras que el campo
(B,) varia segun el equipo y la potencia que este presente; para el caso de un resonador con

campo estacionario de 7T, la frecuencia angular de los protones, seria w = 298 MHz.

Los nucleos que estan alineados por el campo magnético pueden ser excitados por una sefial
de Radio Frecuencia (RF) externa, generando un segundo campo magnético (B1)
perpendicular al campo externo Bo. [Figura 1.10] Generalmente, la RF es aplicada a modo
de pulsos; esto con la finalidad de que esa energia sea absorbida por los nucleos, causando

una transicion en su nivel de energia y el decaimiento de éste durante la relajacion.
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Figura 1.10 Induccion de RF sobre el tejido que desalinea los nucleos por absorcion de

energia

De acuerdo con Scherzinger (1985), la energia que es absorbidad induce un voltaje que

puede ser detectado por una bobina y amplificado por una serie de circuitos electrénicos

para ser mostrada como una tension proporcional, conocida como Decaimiento de

Induccidn Libre (FID, por sus siglas en inglés). [Figura 1.11].
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Figura 1.11 Tension proporcional, FID
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La sefial FID se obtiene en el dominio del tiempo, para poder simplificarla se utiliza la
Transformada de Fourier, de la cual se puede arrojar informacion para generar una Imagen
de Resonancia Magnética (MRI) o el espectro de la frecuencia, que otorga informacion
bioquimica de los diferentes metabolitos presentes en la muestra dentro del campo externo

a la cual se le induce la RF. [Figura 1.12]

Signal
Intensity

Intensity

U,

= Frequency s

Figura 1.12. Transformacion de la FID para obtencion de informacion (Grover 2015).

Cuando los pulsos de RF han terminado, el sistema regresa a un equilibrio térmico mediante
el proceso llamado relajacion. Este describe el retorno de los spins de los nticleos a un estado
de equilibrio alineados al campo externo. Existen dos tipos de relajacion; la primera de ellas
es la longitudinal, la vemos expresada cuando la energia del nucleo es disipada a su
alrededor en lo que regresa a alinearse al campo externo, éste tipo de relajacion es medida

por la constante de tiempo T:. [Figura 1.13]
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Figura 1.13. Relajacion longitudinal (T1) (Pooley 2005).

Sin embargo, la energia también puede ser redistribuida en el nucleo sin desprenderse de
ella, generando una desalinealicion transversal al campo externo, conocida como relajacion

transersal, la cual es medida por la constante de tiempo T2. [Figura 1.14]
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Figura 1.14. Relajacion transversal (T2) (Pooley 2005).

T representa el tiempo que es tomado para que el sistema, sobre el cual se ejerce la energia,
regrese al 63% de su equilibrio térmico después del pulso de RF. Por ejemplo, la materia
blanca tiene un valor méas bajo que la materia gris para T1, aproximadamente 700ms y
1000ms, respectivamente. Por lo tanto, la materia blanca aparecera de tonos hipointensos,
con respecto a la materia gris, cuando la imagen se pondere a T1. Por el contrario, la materia
blanca aparecera en tonos hiperintensos, con respecto a la materia gris cuando la
ponderacion sea en T. Ya que esta Ultima representa el tiempo cuando el 37% de la energia
se ha desalineado de forma transversal al campo externo; es decir, al plano “xy”. Como se

sabe que la materia blanca llega al 37% en 80ms y la materia gris en 100ms., se puede decir
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que si la adquisicion de la sefial se toma en un tiempo especifico, entre ambos, la materia

gris sera hipointensa, en ese caso, con respecto a la materia blanca.

Los diferentes tiempos a los cuales relajan los tejidos deben ser tomados en cuenta para la
preparacion de las diferentes secuencias de imagenes, ya que de ello dependera qué se
apreciaréd en cada una de ellas. A continuacion se presenta en la imagen las curvas de algunos
tejidos para ser localizados mediante imagenologia de resonancia magnética [Figura 1.15],
acomparfiados de la tabla 1.6 con mas valores en segundos para los tiempos de relajacion T1

y T2 en diferentes tejidos.

Tabla 1.6 valores de tiempo para relajaciones
T1y T2, de algunos de los principales tejidos y
sustancias del SNC

Tejido/ Sustancia T1(s) T2 (s)
Materia Gris 1.0 0.10
Materia Blanca 0.7 0.08
LCR 2.0 0.25
Sangre 1.2 0.25
Agua 4.7 3.50
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Figura 1.15 Relajacion longitudinal y transversal cerebral (Pooley 2005).

En la Figura 1.15 se deben remarcar las diferencias entre ambas imagenes, a pesar de que
se muestran cortes axiales similares para cerebros normales, es muy notorio el LCR, dentro
de los ventriculos y alrededor de la corteza cerebral. Cuando se tiene relajacion longitudinal,
esto es remarcado con tonos hipointensos, contrario a lo que se tiene en la relajacion

transversal, en la que se aprecian en tonos hiperintensos. También se puede apreciar la gran
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diferencia que existe entre ambas relajaciones cuando hablamos de la sustancia gris y
blanca.

Para localizar una region de interés de una sefial de resonancia magnética se requiere el uso
de gradientes. Los gradientes sirven para modificar ligeramente la uniformidad del campo
magnético externo para que haya precesion a diferentes frecuencias a lo largo de la muestra
(Rodriguez 2004). Asi, una mas rapida o lenta sefial es detectada por el sistema de
adquisicion y se pueden validar distintas posiciones en el espacio, lo que permite reconstruir

imagenes en tres dimensiones (Grover 2015).

1.3.1 Resonancia Magnética en lesiones de médula espinal

La MRI es una herramienta de suma importancia en la evaluacion de la LTME, esto se debe
a que nos permite visualizar los cambios en la médula espinal sin tener que ser invasivo o

dafiino para el cuerpo humano (Oakden 2015).

La MRI es una modalidad de imagenologia, bien establecida, capaz de identificar la zona
de la lesién de médula espinal, también puede ser usada para demostrar el grado de
compresion después de una LTME, para encontrar hemorragias, laceraciones o contusiones
en el parénquima, edemas y dafios generales en etapas agudas y subagudas de la lesion.
Puede contribuir a entender la severidad del dafio y el prondstico para mejoras neuroldgicas
(Lammertse 2007, Chandra 2011).

Las ventajas que hacen a la MRI esta herramienta atractiva para evaluacion de la LTME son
su excelente resolucion, la ausencia de artefactos generados por los huesos, la facilidad de
tomar diferentes posiciones sin el movimiento del paciente, las diferentes secuencias que

pueden ocuparse y la radiacion no ionizante que es usada.

La MRI otorga un medio para seguir la evolucion de la lesion, la formacion de quistes
alrededor del area de la lesion, la posible mejora después de un implante, la proliferacion

de tejido en la zona y la caracterizacidn de las diferentes terapias que pudieran ser utilizadas
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para la regeneracion del SNC, de una forma no invasiva, pudiendo prolongar estudios
longitudinales con sujetos experimentales (Morales-Guadarrama 2013).

Existe la posibilidad de obtener perjuicios a las iméagenes por dispositivos ferromagnéticos
usados para la estabilizacion del paciente, pero, normalmente, no son lo suficientemente
significativos para dafiar la imagen. Sin importar cuél sea la causa de la lesion medular, la
region de la mielomalacia contribuye a cambios en los tiempos de relajacion ya
mencionados, Ty y To. Estos cambios pueden ser apreciados como un decremento en la
intensidad de la sefial de las imagenes ponderadas en Ti, y como un area con brillo
ligeramente superior cuando se trata de imagenes ponderadas en T>. Los quistes, por otro

lado serén relativamente hipointensos en T1, pero realmente hiperintensos en To.

Las estructuras que contengan LCR, incluyendo los quistes, serdn siempre hiperintensas
cuando se comparan con médulas espinales normales o con casos de mielomalacia. Estas
caracteristicas hacen, para muchos, a la MRI el Unico estudio capaz de distinguir diferentes
tipos de lesion en pacientes, con sintomas neuroldgicos progresivos, que han pasado por un

dafio severo de la médula espinal (Saremi 1995).

Otras secuencias y técnicas de la MRI, fuera de las convencionales, como las imagenes
ponderadas en difusion (MRI-DWI, por sus siglas en inglés), Imagen por Tensor de
Difusion (DTI, por sus siglas en inglés) e Imagen de Resonancia Magnética funcional
(FMRI, por sus siglas en inglés) ofrecen otras ideas y perspectivas para evaluar la LTME.
Por ejemplo, cambios en la Gltima indican actividad funcional de la médula espinal, esto
basado en el nivel de dependencia de oxigeno en la sangre. Algunos estudios han mostrado
que puede ser confiable en la deteccion motora y sensitiva después de una LTME
(Lammertse 2007). Las imagenes de difusion se veran con mayor detalle en el siguiente

apartado.

No debemos olvidar que también la resonancia magnética es capaz de otorgarnos una
espectroscopia de la muestra que se esté evaluando, permitiendo dar una medida, no
invasiva, de varios metabolitos bioquimicos por un analisis in-vivo. Se ha ocupado este tipo

de estudio para ver diferentes componentes, entre ellos: colina, creatina, fosfocreatina, N-
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acetil aspartato, glutamato, glutamina y otros (Lammertse 2007). Algunos de estos
metabolitos estan seriamente implicados en el deterioro o recuperacion del SNC. Se podrian

considerar biomarcadores del sistema nervioso.

1.3.2 Imagen por Tensor de Difusion y Tractografia por Resonancia

Magnética

La imagen por Tensor de Difusidn es una técnica de resonancia magnética capaz de hacer
mediciones sobre la magnitud y la direccion de la difusion de las moléculas de agua en
diversos tejidos. Fue desarrollada de otra técnica para obtener imégenes, conocida como
ponderada en difusion (DWI, por sus siglas en inglés), la cual mide la atenuacion de las

sefiales debido a la difusidn. (Vedantam 2013).

La difusion es la propiedad fisica que describe el movimiento aleatorio de las moléculas en
solucién con concentracion uniforme. Cuando las moléculas difunden igual en todas las

direcciones se tiene una difusion isotropica.

La difusién del agua tiene las propiedades del movimiento Browniano, cuando no es
contenida tiende a moverse de forma equitativa en todas direcciones, por lo tanto es
isotropico. Pero cuando las mismas moléculas de agua se colocan en un sitio estructurado,

adquieren la forma y movimiento de éste. [Figura 1.16]

Figura 1.16 Movimiento isotrépico (A) Difusidn restringida, anisotropico (B y C) (Grover
2015).
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En la sustancia blanca cerebral existen barreras a la difusion, tales como la densidad, el
didmetro de los axones, la integridad del axén, etc. En general, las moléculas del agua
tienden a moverse de forma paralela a los tractos de materia blanca (Doran 1990). A este
tipo de movimiento se le conoce como anisotropico, ya que suele ser diferente para todas

las direcciones, y al menos no igual para todas.

El movimiento de las moléculas en los planos puede ser reconstruido en un Tensor de
difusion, definiendo el movimiento de las moléculas a cada uno de los planos en un elipsoide
(Basser 2002). Para que un tensor pueda ser reconstruido se requieren, al menos, seis
direcciones de difusion no colineares (Grover, 2015).

Con un entramado de este tipo de reconstruccion se obtiene una imagen por tensor de
difusion, la cual es utilizada para caracterizar el movimiento molecular en multiples
direcciones dentro de un espacio tridimensional. Las difusiones en los tres principales ejes
son definidas por eigenvectores, donde A1 €s el eigenvector primario; representa la direccion
y magnitud de la difusién longitudinal, mientras que A2 y A3 representan a los vectores

alojados en los ejes restantes. (Vedantam 2013)

Las magnitudes de esos vectores son usadas para calcular algunos indices, permitiendo que
la técnica DTI otorgue beneficios significativos sobre las tradicionales ponderaciones en T1
y T2. Las imagenes por difusor tensor pueden ser usadas para evaluar la extension del dafio
axonal y su reparacion (Martinez 2007), todo esto basado en los indices calculados con los

vectores mencionados

La Fraccion de Anisotropia (FA, por sus siglas en inglés), es un valor que va de 0 a 1, éste
define el grado de anisotropia; tejidos altamente anisotrépicos obtendran un valor cercano
a 1. El coeficiente de difusion aparente (ADC, por sus siglas en inglés) es el valor medio de
los vectores previamente mencionados; es decir, la cantidad total de difusion sin importar
la direccion en la cual se presenta. También se puede calcular este mismo valor, pero con
respecto sélo al eje longitudinal o a los dos ejes restantes. En la Figura 1.17 se muestran las

ecuaciones para los valores mencionados.
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Figura 1.17 Ecuaciones para los indices FA y ADC (Vedantam 2013).

ADC =

ADC y FA han sido fuertemente correlacionados con puntajes para la funcién locomotora,
siendo valores cuantitativos de la evolucion y recuperacion luego de la LTME. (Mondragon-
Lozano, 2013)

Ademas, podemos obtener una tractografia, ésta es la imagen que se hace con base en el
valor de FA de cada uno de los voxeles obtenidos durante el estudio, se puede seleccionar
arriba de algun valor deseado para la anisotropia, en alguna region del cerebro para resaltar

ciertas estructuras (Recio Rodriguez 2013).

Asi, se obtendran tractos de fibras en diferentes direcciones en el cerebro. Estas direcciones
se representan con colores, tal como se muestra en las tractografias de la Figura 1.18. Entre

laterales se le asigna color rojo, de ventral a dorsal se le otorga el color verde y azul para

aquellos tractos en direccion caudal -rostral.

c
Figura 1.18 Ejemplos de Tractografias: Haz de fibras corticoespihales (azul) con un poco
de fibras dispersas (A). Haz de fibras cortico espinales con cuerpo calloso en rojo (B).

Tracto cortico espinal, con parte del tronco del cuerpo calloso y tracto cortico-bulbar, en
azul por la direccion (C)
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Se ha encontrado que la técnica DTI, gracias a los valores FA y ADC, es una buena medida
para evaluar la integridad axonal. (Bazley 2012). El decremento en los valores FA evidencia
la degeneracion axonal en el sitio de la lesion, mientras que ADC incrementa luego de la
lesion debido a la baja integridad del tejido (Zhang 2015). Estos valores tienen una

correlacion, y son una variable dependiente de la destruccion o regeneracion en LTME.
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2 Justificacion

“Durante el terremoto de 2010 en Haiti, fui golpeado y severamente
lastimado por un muro. Mis lesiones fueron diagnosticadas como
tetraplejia al nivel de C6. Cinco meses después del terremoto, fui

readmitido en el hospital Appeal de Haiti para rehabilitacién. Ahi recibi
mi primera silla de ruedas. Sin embargo, ésta no era de mi tamafio (soy
muy alto) ni se ajustaba al nivel de mi lesién. En Haiti, el sistema de salud
no se preocupa por la provision de sillas de ruedas, por lo tanto ti tienes
que intentar conseguir una por tu cuenta —tienes que pagar por tu cuenta”

Samuel, Haiti

Como bien se ha mencionado, estamos ante un problema médico y social de gran escala. Se
estima que mundialmente entre 250 000 y 500 000 personas ven una modificacion completa
a su estilo de vida antiguo, ya que se suman a los casos de lesion en médula espinal
(Bickenbach 2013). Esto sin mencionar aquellos casos en los cuales el paciente muere de

forma préacticamente inmediata.

En Australia, se estima que el costo de vida por incidente es de 3.86 millones de dblares
estadounidenses para paraplejia, mientras que 7.34 para tetraplejia. En Canada los costos
para el primer afio de cada persona con lesion incompleta se estiman aproximadamente en
31,400 dolares estadounidenses y 2,000 para cada afio subsecuente (Dryden 2005). Si estos
nameros se multiplican por la cantidad de casos, se convierten en sumas de mas de miles de
millones de ddlares estadounidenses, ocupados en este padecimiento. A esto se le deben
sumar los costos econdmicos indirectos por bajas a la produccion y afectacion a las vidas

de los responsables directos de los pacientes.

Cada una de las formas de disminuir todos los padecimientos relacionados con la LTME,
se convierte en una manera de apoyar a este gran problema clinico. Esta linea de trabajo se
encuentra en pleno desarrollo dentro de la UAM (Universidad Autonoma Metropolitana),

incluyendo el posgrado en Ing. Biomédica.

Uno de los trabajos méas recientes, dentro de la linea, ha mostrado que el polimero

implantado en monos Rhesus, inmediatamente después de la lesion, crea una zona de
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conservacion en la histoarquitectura cercana a la lesion. Ademas, promueve el crecimiento
del tejido a través de él (Morales-Guadarrama 2015). Vislumbrando la posibilidad de

traslacion clinica; esto después de un analisis especifico para cada caso y modelo de lesion.

El andlisis individual es necesario porque cada una de las lesiones es diferente; de esta forma
el estudio y establecimiento del efecto del polimero en sujetos crénicos representa un gran
avance para la linea de investigacion, ya que se ampliaria de gran manera el rango de
pacientes que podrian beneficiarse con desarrollos de esta linea. Una tendencia hacia el

paciente.

Ademas, dentro del grupo de investigacion, se ha generado el interés por encontrar mas
métodos para cuantificar el efecto del PPy/l en lesiones de médula espinal, en sujetos con
padecimiento crénico; siendo una gran area de oportunidad para los estudios por medio de
resonancia magnética. Esto se sumé al interés por la respuesta del polimero en una lesion
cronica, lo que genero6 la posibilidad de aplicacidén de esta investigacion, que derivé la

presente tesis.
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3 Hipotesis
“Soy un tetrapléjico que tuvo una lesion de médula espinal muchos anios
atras, en 1974, mientras jugaba rugby cuando tenia 15 arios y medio”

Richard, Nueva Zelanda

Por medio de imagenes de resonancia magnética es posible estudiar y establecer el
efecto del polipirrol dopado con yodo, sintetizado por plasma, en el tejido de una lesion
medular crénica de sujetos experimentales, en la busqueda de la recuperacion

locomotora.

4 Objetivos
“En 1998, sufri una herida de bala que causo una lesion
en la médula espinal al nivel toracico 6-7”

Robert, Uganda

4.1 Objetivo general
Estudiar el efecto del polimero polipirrol dopado con yodo en un modelo de lesién
cronica de médula espinal a la altura de la novena vertebra tordcica en sujetos

experimentales, ratas, por medio de imagenes de resonancia magnética.

4.2 Objetivos particulares

Estudiar la morfometria del tejido de la zona lesionada de los sujetos experimentales por
medio de imagenes de resonancia magnética.

Analizar la evolucion de la lesion mediante imégenes por tensor de difusion y
tractografia.

Evaluar el efecto del polipirrol dopado con yodo en la recuperacion locomotora de
sujetos con lesién cronica de médula espinal mediante la escala BBB (Basso, Beattie y

Bresnahan).
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5 Materiales y métodos

“Antes de la LME, yo era un persona muy independiente, con
una vida social muy activa, muchos amigos, trabajando duro,
viajando mucho, terminando mi curso de leyes, saliendo... Mi
vida era idéntica a la de cualquier otra mujer joven, con
muchos deseos de vivir. Después de la LME, todo cambid y se
interrumpieron muchos suefios —vivir sola, terminar la
universidad, empezar una familia”

Claudia, Brasil.

5.1 Sintesis del polimero

El polimero sintetizado por plasma a partir de monémeros de pirrol, fue creado en un reactor

tubular de vidrio, tal como se muestra en la Figura 5.1.

Dicho reactor se encuentra disponible en las instalaciones de la UAM campus Iztapalapa.
Los parametros usados para la reaccion fueron una potencia de 80W, un voltaje de 680V,
una frecuencia de 13.5MHz, con una temperatura equivalente a 365K dentro del campo de

la termodinamica conocida.

Figura 5.1 Reactor durante polimerizacién de PPy/I

43



En la Figura 5.2 se muestra el reactor después de la reaccion, se puede apreciar el ligero
recubrimiento de material depositado sobre las paredes. Se debe resaltar que la mayor
cantidad de material se encuentra sobre las placas internas, peliculas delgadas de material
se extraen de estas para posteriormente molerse en un mortero de Agatha, tal como se
muestra en la Figura 5.3. Con este procedimiento se obtienen las mesoparticulas de material

que se implanto6 en los animales, con una dosis mencionada en el siguiente apartado.

El material obtenido de la polimerizacion por plasma esta libre de agentes contaminantes;
solo se encuentran los mondmeros implicados en la reaccion. Sin embargo, durante el
proceso de molienda para obtener mesoparticulas, puede haber contaminacion posterior; por
esta razon se recomienda esterilizar el material en una camara o cuarto con lamparas de

radiacion ultravioleta por al menos 3 minutos.

Figura 5.2 Paredes de reactor recubiertas por polimero PPy/I
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Figura 5.3 Mesoparticulas de PPy/I obtenidas en mortero de Agatha

5.2 Disefio experimental

Se ocuparon 12 ratas sanas de la cepa Long Evans. Todas ellas hembras adultas, de la misma
edad (8-9 semanas), con peso entre los 215-240g. Se les provocd una LTME a la altura de

la 92 vertebra toracica (T9).

Todos los sujetos experimentales fueron tomados como sujetos control hasta la cuarta
semana de estudio, cuando los sujetos hayan entrado a una fase crénica de la lesion. En esta
etapa, de forma aleatoria, por insaculacion, se generaron dos grupos experimentales:

Grupo Control. Ratas con modelo de lesién por contusion e implante placebo de 30ul de

solucion fisiologica (n=3)

Grupo Implante. Ratas con modelo de lesion por contusion e implante de 30ul solucién de

mesoparticulas de PPy/I a una concentracion de 5mg/ml (n=6).
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A cada una de las ratas se les realiz6 una evaluacion funcional semanal (tal como se
menciona en el apartado 5.4), con dos evaluadores en ciego, midiéndose la recuperacion

de la funcion locomotora, bajo la escala de evaluacion Basso, Beattie y Bresnahan (BBB).

También, se realiz6 el estudio longitudinal de resonancia magnética 7T, con secuencias de
imagenologia en los siguientes tiempos después de la lesion: 2 dias, 3 semanas (previo al
implante), 5 semanas (después del implante), 8 y 11 semanas. El cronograma del estudio

se muestra de forma completa en la Figura 5.4.

Lesidn Implants Perfusion
MRI D MRl 1 i WIRI 2 MR 3 MR 4
& . o o .
S0 51 52 53 54 55 56 57 58 59 510 511
i {ir v : . i i v £ . 1 L

EBE BEB BEE EEE EBE EBE BEE BEBE BEE EBE BEE EEB

Figura 5.4 Cronograma del estudio experimental que se siguié para cada una de las ratas.

Al concluir el tiempo de estudio, las ratas fueron sacrificadas mediante perfusiéon via
intracardiaca con una bomba peristaltica (30ml/min), fijandose con paraformaldehido y
extrayéndose una muestra de médula (1 cm. Caudal y 1 cm. cefalico) para posibles
posteriores estudios. Todo el estudio se realizé siguiendo los lineamientos establecidos por
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y las especificaciones técnicas para la

reproduccion, cuidado y uso de animales de laboratorio de la National Institutes of Health.

5.3 Modelo de lesion e implante

Todos los procedimientos quirargicos fueron realizados en las instalaciones del proyecto
CAMINA A.C. Para poder practicar estos procedimientos se suministrd anestesia general a
todos los animales. La mezcla de anestesia consistio de 77.5mg de Ketamina y 12.5mg de

hidrocloruro de xilacina por kg de peso corporal, suministrada via intramuscular.
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La cirugia, para generar la lesion traumatica de médula espinal incluye una incision sagital
en la piel, una diseccidn de masculos paravertebrales de las apdfisis espinosas (T9y T10) y

laminectomia en T9. (Morales 2008)

Posteriormente, se efectud la lesion moderada de la médula espinal. Para ésta, los animales
fueron colocados en el instrumento NYU (New York University) impactor [Figura 5.5], el
cual deja caer un cilindro de acero inoxidable de 10g, desde una altura de 25mm, sobre la
médula espinal expuesta al nivel de la vértebra T9 [Figura 5.6]. Este instrumento arroja un
porcentaje de error, relativo a la deformacion de la médula espinal al momento del impacto.

En este estudio solo se incluyeron los animales que presentaron un error <7%.

Figura 5.5 Rata colocada en instrumento NYU impactor para realizar la LTME
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Figura 5.6 Médula espinal de rata expuesta a la altura de la vértebra T9

Para cerrar, musculo, fascia y piel de la incision fueron suturados por planos. Se les
suministro antibidtico y analgésicos a cada uno de los animales, se mantuvieron en cuidados

extensivos para verificar su correcta recuperacion.

Al finalizar cuatro semanas, etapa en la cual los sujetos ya entraron en una fase cronica, se
les sometid a una cirugia similar a la primera. En ésta se volvid a abrir la zona lesionada, se
inyecto solucién fisioldgica o con polimero, segin correspondia el grupo. La inyeccién se
colocé en tres diferentes puntos, el primero de éstos fue en el epicentro de la lesién, el
segundo a 1cm. en direccion caudal al epicentro, y el Gltimo a 1cm. en direccidn cefalica al
epicentro. Para finalizar se suturé por planos y se siguieron cuidados similares a los

practicados después del primer procedimiento quirurgico.

Durante los primeros dias posteriores a los procedimientos quirtrgicos, a cada sujeto, se le
facilito el acceso a agua y alimento. Cuando lograron establecer su estado de salud, estos

mismos elementos fueron suministrados ad libitum.
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5.4 Evaluacion funcional

Todos los sujetos fueron evaluados al dia siguiente de la lesion para corroborar la ausencia
de movimiento, posteriormente se realizé una evaluacion semanal por un periodo de 12
semanas, utilizando la escala BBB (Basso, Beattie, Bresnahan), la cual esta centrada en la
evaluacion de la funcién locomotora con base en las articulaciones de la cadera, rodilla y

tobillo de cada una de las patas traseras.

Esta escala es no lineal y tiene 22 ponderaciones, donde el valor minimo que se puede
otorgar es 0, representando una paralisis total, ausencia completa de movimiento en ambas
patas traseras. Conforme avanza comienza a indicar movimientos aislados o mas marcados
en las 3 articulaciones que se analizan. Cuando llega a valores superiores a 8 nos indica que
ya existe una colocacién plantar sobre el suelo y cada uno de los siguientes valores indica
mejor coordinacion de los movimientos traseros con respecto a las patas delanteras, asi

como mayor soporte de peso sobre las patas traseras.

Al momento de llegar a valores superiores a 14 se comienza a indicar una mayor
coordinacion, una estabilidad del tronco, una mayor separacién y acomodo para los dedos
de las patas traseras, asi como levantamiento y posicionamiento de la cola. Finalmente, la
altima ponderacion de 21 indica un movimiento normal durante la marcha en las patas
traseras. Se presentan cada uno de estos valores obtenidos de Molina. A, 2015. [Apéndice
Al

Se utilizé un espacio abierto al movimiento de las ratas, pero limitado a 120cmx120cm
[Figura 5.7] Se analizd, con dos evaluadores en ciego, el comportamiento de los animales
por 3 minutos cada uno. Se realiz6 esta misma evaluacion una vez por semana durante las
12 semanas de estudio. Se excluy6 a todas aquellas ratas que tuvieran puntuaciones mayores
a 1.5 en la escala BBB, después de 24 hrs; o mayores a 6 bajo esta misma escala, durante la

primera semana de estudio.
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Figura 5.7 Rata durante evaluacion BBB

5.5 Estudio de Imagenologia por Resonancia Magnética

Para los estudios de cada una de las ratas se utiliz6 un Resonador Magnético para sujetos
experimentales de la marca Varian de 7T, tal como se muestra en la Figura 5.8. Dicho
resonador se encuentra disponible en las instalaciones del CI3M (Centro Nacional de
Investigaciones en Instrumentacion e Imagenologia Médica) dentro de la UAM -
Iztapalapa. Las secuencias usadas se muestran mas adelante, con los procesamientos

correspondientes que se utilizaron para obtener variables cuantitativas.
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Figura 5.8 Resonador Magnético Varian de 7T utilizado para los estudios de los sujetos
experimentales. Ubicado en las instalaciones del CI3M (Centro Nacional de
Investigaciones en Instrumentacion e Imagenologia Médica)

5.5.1 Secuencias anatomicas
GE3D (Gradient Echo 3D) ponderada a T1

Permite obtener imagenes ponderadas en T1 de una forma relativamente rapida, con tiempos
TR cortos. Esta secuencia permite apreciar el alcance de la lesion en las primeras etapas,
mostrando un decremento de energia, lo que se refleja en puntos hipointensos, en la sefial
de esta zona. Pardmetros utilizados: TR= 4.46ms, TE=2.25ms, Matriz=256x192x192,
Promediaciones= 8 (Tiempo de adquisicion: 21 minutos y 55 segundos).
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FSEMS (Fast Spin Echo Multi Slice) ponderada a T2

Tiene la ventaja de obtener rapidamente imagenes en alta calidad T2. Esta secuencia mostro,
de forma clara, los limites de la lesién en su etapa cronica, ya que aquellos puntos en los
cuales se generan quistes se remarcan mucho debido a la gran cantidad de energia que
presentan y se muestran hiperintensos en las imagenes. Pardmetros utilizados: TR=
3508.38ms,  TE-effective-=37.39ms, FOV=64, Matriz=256x192, Slices=45,

Promediaciones= 7 (Tiempo de adquisicion: 8 minutos).

Las secuencias anatdmicas fueron postprocesadas para obtener mayor informacion respecto
a ellas. Se segmentd la region correspondiente a la médula espinal, con las diferentes
variaciones que sufrié cada uno de los sujetos, a lo largo del experimento. Se seleccionaron
los voxeles correspondientes entre las vértebras T8 a la T10, dejando el epicentro de la
lesion en el centro de la region seleccionada. Se obtuvieron los volumenes correspondientes
a esta zona para cada una de las ratas en cada uno de los estudios realizados. Se segmento
entre tejido sano y zonas lesionadas para cada una de las etapas de experimentacion,

utilizando los contrastes de los voxeles como criterio de diferenciacion entre uno y otro.

55.2 Secuencias de Tensor difusor
EPI DTI (Echo Planar Imaging)

Es una rutina de muy répida adquisicion, generalmente usada para fMRI (functional
Magnetic Resonance Imaging). Puede detectar cambios ocurridos en una fraccion de
segundo y es menos sensible a artefactos de movimiento que otros métodos. Esta secuencia
permitird calcular el valor de Anisotropia Fraccional (FA), el Coeficiente de Difusion
Aparente (ADC), observar el dafio y regeneracion axonal de la médula in-vivo y
correlacionar la funcion locomotora de las ratas con los niveles de necrosis axonal,
regeneracion de células gliales y desmielinizacion en las microestructuras de la médula. Los
parametros a utilizar son los siguientes: TR= 2500ms, TE=30.5ms, Matriz=64x64x32,

Promediaciones=10 (Tiempo de adquisicion: 7 minutos 30 segundos).
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Las imagenes generadas por DTI fueron pre-procesadas y segmentadas mediante la suite
DSI Studio (Carnegie Mellon University, EUA). Utilizando un modelo de reconstruccion
basado en DTI para poder generar un mapa de tensores. De igual forma se obtuvieron los
indices FA y ADC de la zona del epicentro de la lesion. Posteriormente, se cred una region
de interés, representada Unicamente por la médula espinal y la zona de la lesion; esto se
realiz6 con el prop6sito de demarcar la region desde donde se comenzo el rastreo de fibras,
tractos de SNC, a lo largo de todo el tejido seleccionado. Con esto se permitid visualizar la
direccion y continuidad de las fibras neurales a lo largo de la médula, la interrupcién de

éstas en la zona de la lesion y las variaciones en los valores FA 'y ADC de ambos grupos.

5.6 Estadistica

Se realizaron pruebas estadisticas a las medias de las variables dependientes (FA, ADC,
BBB vy tejido preservado) del tiempo y tratamiento ocupado, por medio de ANOVA de
muestras repetidas (p<0.05). También se realizaron célculos del coeficiente de correlacion
de Pearson, entre las variables mencionadas. Todo el anélisis fue realizado con el software
RKWard 0.6.5.
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6 Resultados

“Mientras mi padre pedaleaba el triciclo mi madre me sostenia en sus brazos,
un coche arrollé el triciclo. Ellos murieron. Yo sobrevivi pero me converti en
parapléjico a la edad de 2 afios. Mi abuelo me cuidaba en Bangkok. Después

fui enviado a una escuela para nifios con discapacidades. Ahora tengo 11y
estoy fuera de la escuela. Mi cerebro no esté bien pero puedo mover mi silla
de ruedas sin dificultad. Afortunadamente Mr. B, un hombre de negocios
tetrapléjico y su esposa, me conocieron y acordaron hacerse cargo de mi,
Ahora vivo con ellos. Ellos me dieron un silla para hacer deporte y planean
convertirme en un atleta paralimpico en el futuro, yo creo que puedo serlo”’

Andnimo, Tailandia.

6.1 Caracterizacion del polimero

El espectro por infrarrojo de las MPs del PPy/I sintetizado por plasma es mostrado en la
Figura 6.1, con los puntos de absorcion més significativos encerrados. Estos principales

picos de absorcion también se resumen en la Tabla 6.1.

PPPy-I
l 600
2220
U w
L 1430
3430
1630

Figura 6.1. Espectroscopia por infrarrojo del polimero polipirrol sintetizado por plasma
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En este infrarrojo se pueden resaltar los enlaces N-H y O-H pertenecientes al pirrol,
ubicados en 3430cm™. (Morales J., 2002) Alrededor de los 2930cm™ se presenta otra

absorcion importante que sefiala la presencia de grupos alifaticos C-H.

El pico que representa las absorciones generadas entre 2220cm™ y 2360cm™ se debe a la
oxidacion y deshidrogenacién de las moléculas que promueven triples enlaces entre C y
nitrogeno; tales como C=N y C=C. También, se presentan dobles enlaces entre N, Cy O en
diferentes combinaciones, entre las cuales tenemos: O=C=C, N=C=C, C=C=C. Se podria
interpretar a estos enlaces como extensiones de conjugacion de enlaces dobles y sencillos
alternados, los cuales generan una distribucion electrénica a la mitad de ambas densidades

en esos segmentos. (Mondragon-Lozano 2014)

Por otro lado, los enlaces dobles individuales entre C, O y N pueden ser representados en
16300cm™, algunos de ellos son: C=C, C=0, C=N. El primero es parte de la estructura del
polimero en estudio. Los dos siguientes son una posible representacion de la
deshidrogenacion/ oxidacidn que se presenta durante la sintesis, ya que no esta presente de
forma natural en el pirrol. El pico presente en las cercanias a 1430cm™ se puede identificar
como una posible sustitucién de los hidrogenos en anillos heteroaromaticos. (Alvarez-
Mejia, 2015)

Finalmente, se presenta la absorcion cercana a 604cm™, ésta puede ser otra de las
substituciones de los hidrdgenos en los anillos. Es identificada en una porcion pequefia, que

podria estar representando la presencia del dopaje de Yodo en el polimero.

Tabla 6.1 Principales puntos de absorcion encontrados en el espectro por IR del PPy/I

3430 Enlaces N-H y O-H pertenecientes al pirrol
2930 Presencia de grupos alifaticos C-H.
2360-2220 Triples enlaces de C con nitrégeno, como: C=N y C=C

Dobles enlaces entre N, Cy O

1630 Dobles enlaces individuales, como: C=0, C=C, C=N
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1430 Sustitucion de hidrogenos en anillos heteroaromaticos

600 Posible sustitucion por Yodo en las particulas poliméricas.

6.2 Evaluacion funcional

Para este estudio se promediaron las evaluaciones de cada una de las patas traseras de las
ratas, otorgadas por cada uno de los evaluadores. Se tomé la media de cada uno de los
grupos de estudio, asi como su desviacion estandar y error estandar. Para la grafica y
exposicion visual de los resultados, se tomaron a todas las ratas como sujetos control antes
del implante (Semana 4), ya que todas tenian el mismo procedimiento quirurgico y
cuidados. Después del implante se tomaron como dos grupos completamente diferentes, tal

como se muestra en la Figura 6.2.

Valores BBB promedio
14

12

10

sO s1 s2 s3 s4 s5 s6 s7 s8 s9 s10 s11 s12

=s—Control =—s=Implante

*=p < 0.05

Figura 6.2 Grafica de valores BBB promedio, para evaluar la recuperacion locomotora, de
los dos diferentes grupos de estudio. Expresado como la media de las evaluaciones por
grupo de estudio * error estandar (n=10, previo al implante 4; n=3 grupo control, después
del momento del implante; n=6 grupo implante, después del implante).
ANOVA de medidas repetidas. *Diferencia significativa entre grupo implante con
respecto al grupo control (p<0.05)
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Veinticuatro horas después de la lesion todos los animales obtuvieron puntaje de 0. Al pasar
la primera semana de estudio, la media del puntaje (terror estandar) de todas las ratas fue
equivalente a 2.87+£0.78. El dia previo al implante, todo el conjunto de sujetos obtuvo
7.92+1.62, a partir de aqui se dividieron de forma aleatoria para el implante. Después del
implante, las puntuaciones para el grupo control fueron de: 7.58+3.13 para la quinta semana
de estudio; 7.66+3.43 para la octava semana de estudio y 7.41+3.06 para la déecimo primera
semana de estudio, representando desde movimientos aislados o0 extensos en cadera, rodilla
y tobillo, llegando hasta pedaleo en ambas patas traseras, asi como posible posicion plantar
sin soporte de peso. De acuerdo con la grafica de la Figura 6.2, no hubo mucha variacién
después de la semana 4, comparada con la respuesta de las evaluaciones del grupo implante.

Para el grupo implante, después del proceso quirurgico de colocacién de implante, se
obtuvieron las siguientes evaluaciones para la media de este grupo: 11.08+1.02 para la
quinta semana de estudio; 11.20+1.14 para la octava semana de estudio y 9.87+1.33 para la
décimo primera semana de estudio. Estos resultados nos representan desde pedaleo en
ambas patas traseras o posicion plantar, hasta pasos con posicion plantar y frecuente soporte

de peso con ocasional coordinacion con las patas delanteras.

El cambio en los valores después de las cirugias correspondientes en el momento del
implante, mostré una gran diferencia para ambos grupos. Hubo una mejoria notable para el
grupo implante después del momento del implante, ésta diferencia en los valores de la
evaluaciones se ve reflejada en la semana 4, donde la tendencia del grupo control deja de

crecer y se mantiene alrededor del mismo valor durante el resto del estudio.

El andlisis estadistico para estos dos grupos, ANOVA de medidas repetidas, evidencio
diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.05). Después de la semana nueve se
observa un decremento en el valor de ambos grupos, sin embargo es mas marcado en el
grupo implante y continla su tendencia por dos evaluaciones mas, se desconoce la posible

causa de este comportamiento.
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6.3 Resonancia magnética

Se obtuvieron todas las imagenes, de cada uno de los sujetos bajo estudio, especificadas en
los diferentes tiempos para hacer una secuencia longitudinal y poder ver el avance de la
lesion en cada una de las ratas. La Figura 6.3 muestra el avance de la lesion en una rata
control, se puede apreciar la semana 0, 3, 5y 11; en la primera de ellas se aprecia una marca
hipointensa en la zona encerrada (alrededor de la novena vértebra toracica), lo cual podria

estar asociado con la lesion traumatica.

En el estudio correspondiente a la semana 3; es decir, una semana antes del momento del
implante, se puede apreciar que las zonas hipointensas en la region de interés disminuyen,
sin embargo se comienza a perder la arquitectura previamente mostrada. Comienza un

proceso de acinturamiento.

Para la semana 5, una semana después del implante, se muestra una gran degeneracion de
la region de interés, se pierde la arquitectura de la zona con respecto a la semana 0. De igual
modo, las marcas hipointensas en la imagen se vuelven a incrementar; una posible respuesta

al proceso quirdrgico al cual se volvieron a someter para el implante.

Finalmente, para la semana 11 se muestra una gran pérdida de la arquitectura de la zona de
interés cuando se le compara con la semana 0. El tejido hipointenso se vuelve a disminuir a
niveles similares a la semana 3; no obstante, la cantidad de tejido que se ha perdido desde
el primer estudio de MRI es algo que se debe resaltar, situacion que se mostrara

detalladamente mas adelante en un estudio del volumen de la region de interés.
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SemanaQ . . Semana3 . Semana 5 o Semanall.
Figura 6.3 Iméagenes sagitales, longitudinales, de resonancia magnética, ponderadas en T1,
de rata con lesién traumatica de médula espinal. Obtenidas con secuencia GE3D. Se
remarca la zona de la lesion con un circulo.

En la Figura 6.4 se muestran una serie de imagenes longitudinales, ponderadas en T2, de un
sujeto control. En ellas se puede apreciar el avance de la lesion; en la semana 0 se muestra
una respuesta hipointensa en la region de interés (encerrada en azul), la cual se podria

asociar al proceso de degeneracion debido a la LTME.

En la semana 3 se muestra un acinturamiento en la region de interés, el cual también es
remarcado en la Figura 6.3 para el mismo estudio. En la semana 5, ademas del ya
mencionado proceso de perdida de la arquitectura de la zona, se comienza a apreciar la
generacion de voxeles hiperintensos, los cuales estarian asociados a la generacion de

quistes.

Cercano al término del estudio, durante la semana 11, se muestra un gran aumento en la
cantidad de los voxeles hiperintensos; Estos, ademas de ser mayor cantidad se muestran méas
concentrados en algunas zonas centrales, acompafados de la gran pérdida de la arquitectura

de la zona lesionada marcada en la Figura 6.3.
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Semana 0 Semana3 Semana 5 Semana 11
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Figura 6.4 Iméagenes sagitales, longitudinales, de resonancia magnética, ponderadas en T2,
de rata con lesion traumatica de médula espinal. Obtenidas con secuencia GE3D. Se
remarca la zona de la lesion con un circulo.

Todos los sujetos control presentaron dafios similares, en las mismas etapas de estudio, al
sujeto mostrado en las Figuras 6.3 y 6.4. Sin embargo, cuando se hizo la comparacion con
los sujetos implante se mostraron algunas diferencias cualitativas en las imagenes

convencionales de T1y T2.

En la Figura 6.5 se muestra una comparativa de la zona de la lesion, region de interés, en
imagenes ponderadas en T1, de un sujeto control contra un sujeto implante. Esta
comparativa se muestra en las Semanas 0 y 11, porque son los puntos de mayor relevancia;

los cuales indican el comienzo del estudio y el final del mismo.

Se puede apreciar que en la Semana 0 se tiene una respuesta hipointensa similar sobre el
centro de la médula y una orilla, correspondiente a la zona donde se realizo la lesion. Al
finalizar el estudio, en la Semana 11, se aprecio una mejor conservacion de la arquitectura
de la médula en la zona lesionada, los sujetos implantes sufrieron menor acinturamiento en
laregion de interés. Sin embargo, con un estudio que se mostrard mas adelante, no se aprecio

un cambio significativo en la cantidad de tejido perdido por parte de los sujetos control.
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2 dias después de la LTME. (Semana 0) 11 semanas después de la LTME. (Semana 11)

Implante Control Implante

Figura 6.5 Iméagenes sagitales de resonancia magnética, ponderadas en T1, de la zona de la
lesion traumatica de médula espinal en ratas. Se realiza comparativa entre sujeto control y
sujeto implante en las semanas 0 y 11, después de la lesion y 7 semanas después del
implante, respectivamente.

En la Figura 6.6 se muestra una comparativa de la zona de la lesién, regién de interés, en
imagenes ponderadas en T2, de un sujeto control contra un sujeto implante. Nuevamente,
se aprecia similitud en la semana 0 de estudio, ambos grupos tuvieron una gran respuesta
hipointensa, que probablemente sea asociada al proceso quirdrgico para llevar a cabo la

lesion.

El cambio méas interesante se muestra a la Semana 11 de estudio, por dos razones
principales. Primera, en el grupo implante, mediante evaluacion cualitativa, se muestra una
mayor preservacion de la arquitectura de la zona lesionada, existe menor acinturamiento.
Segunda, como se habia mencionado anteriormente, la cantidad de quistes se aprecia mayor
y mucho mas compacto en la zona central de la médula cuando se compara con el sujeto
implante, el cual tiene estas regiones hiperintensas mas distribuidas por toda la zona de

lesion.
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2 dias después de la LTME. (Semana 0) 11 semanas después de la LTME. (Semana 11)

Control Implante Control Implant& s &

¥
Figura 6.6 Iméagenes sagitales de resonancia magnética, ponderadas en T2, de la zona de la
lesion traumatica de médula espinal en ratas. Se realiza comparativa entre sujeto control y
sujeto implante en las semanas 0 y 11, después de la lesion y 7 semanas después del
implante, respectivamente.

6.3.1 Fraccion de Anisotropia

Los valores mostrados en este apartado se obtuvieron con los procesamientos de imagenes
detallados en el apartado 5.5 del presente escrito. Con los valores que se generaron de FA,
en el epicentro de la lesion, se obtuvo la media de ambos grupos en cada una de las semanas
en las cuales se realizaron estudios de resonancia magnética (Semanas 0, 3, 5, 8 y 11). Se
encontré que ambos grupos tuvieron una caida a la quinta semana (una semana después del
implante) con respecto a la semana 0 (después de la lesion), lo que podria ser una respuesta
ante el dafio que se sigue generando a partir de la lesion. Sin embargo, ambos grupos
incrementaron sus valores de FA para la semana 8, pero con una pendiente mas elevada para

el caso del grupo implante [Figura 6.7].
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Valores FA promedio

0.67

0.62

047
50 53 55 58 511

==Control =|mplante * =p<0.05

n=3 (control); n=6 (implante)

Figura 6.7 Gréfica de valores FA promedio, de los dos diferentes grupos de estudio.
Expresado como la media de las evaluaciones por grupo de estudio + error estandar (n=3
grupo control; n=6 grupo implante). ANOVA de medidas repetidas. *Diferencia
significativa entre grupo implante con respecto al grupo control (p<0.05)

Estos resultados asemejan el movimiento que realizan las evaluaciones BBB, mostradas en
la Figura 6.2. En estos valores también se encontr6 una caida en la Semana 11 con respecto
a la Semana 8 para el grupo implante; situacion que ya se ha mencionado, se desconoce la
causa para un comportamiento de este tipo.

Algo que se debe resaltar es que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las semanas de estudio para ambos grupos; los cambios entre un estudio
y otro no son relevantes. Sin embargo, si se encontr6 una diferencia significativa (p<0.05)
para el comportamiento de los valores promedio de FA para el grupo implante con respecto

al grupo control.

6.3.2 Coeficiente de Difusion Aparente

Sobre los valores del coeficiente de difusion aparente, ADC, que se obtuvieron del epicentro

de la lesion, se realiz6 una grafica con los promedios de ambos grupos, para cada una de las
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semanas en las que se les realizo estudio de imagenologia por resonancia magnética. [Figura
6.8] Similar a lo ocurrido en FA, hay un aumento de los valores ADC de la semana 5, para
ambos grupos de estudio, con respecto a la semana 0. Esto podria indicar un decremento en

la organizacion de la region estudiada.

Valores ADC promedio

0.8
50 53 55 58 511

——ctl ——implante * =p<0.05

n=3 (control); n=6 (implante)

Figura 6.8 Grafica de valores ADC promedio, de los dos diferentes grupos de estudio.
Expresado como la media de las evaluaciones por grupo de estudio + error estandar (n=3
grupo control; n=6 grupo implante). ANOVA de medidas repetidas. *Diferencia
significativa entre las semanas de estudio para ambos grupos (p<0.05)

Al llegar a la semana 8 se muestra un gran decremento de los valores ADC, mas marcado
para el grupo implante. Sin embargo, como se ha venido mencionando, este valor vuelve a
incrementar para el grupo implante, contrario a lo que realiza el grupo control que continla
disminuyendo hasta la semana 11. Esto es congruente con lo que sucedio en BBB y FA para
el grupo implante, hubo una pérdida despues de la Semana 9 con respecto a los logros

generados hasta la Semana 8.

En este caso no se encontro diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre los
grupos de estudio, pero si se logro ésta entre las diferentes semanas de estudio para ambos

grupos de sujetos.

64



6.3.3 Morfometria de tejido preservado

Tal como se menciono en el capitulo anterior, se segmentd la region correspondiente al
epicentro de la lesion, desde T8 hasta T10. En la Figura 6.9 se muestra la comparacion entre
un sujeto implante contra un sujeto control, en la Gltima semana de estudio; se puede
apreciar que las zonas de quistes son mayores Yy, sobre todo, mas concentradas para el grupo
control con respecto al grupo implante. Sobre la arquitectura de la médula se muestra que
el grupo implante se conservo de mejor manera con respecto a una médula de una rata sana.
Ademas, el tejido hipointenso que se puede relacionar con tejido dafiado, respuesta
inflamatoria, cicatriz glial o polimero, entre otros se muestra en mayor cantidad para las
ratas del grupo control. Siendo la mayoria de estos factores contraproducentes, se puede

decir que el tejido hipointenso es perjudicial para la rehabilitacion.

Implante

Figura 6.9 Comparativa morfoldgica entre grupos de investigacion. Se muestra la médula
segmentada entre T8-T10, para la semana 11 de estudio. En verde se encuentra todo el
tejido nervioso, en azul se muestran los quistes y en color amarillo los voxeles hipointesos
de la region de interés.
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Todas estas observaciones retrospectivas se corroboraron con la grafica de la Figura 6.10 y
la Tabla 6.2. En la primera de ellas se puede observar como el grupo implante tiene una
caida importante para la semana 5 en cuanto a tejido preservado. Sin embargo se recupera
para la semana 11 y se encuentra en mayor porcentaje que el grupo control. Lo cual indica
que el grupo control pierde mucho mas tejido después de 5 semanas del implante con
respecto a las ratas implantadas con PPy/I.

También se debe denotar que la cantidad de quiste es mayor para el grupo control sobre el
grupo implante para la semana 11, remarcando que durante la semana 5, después del
implante, eran practicamente iguales; lo cual se aprecia de mejor forma en la Tabla 6.2; la

cual contiene todos los nimeros correspondientes a la grafica en cuestion.

Volumen de la médula T8-T10
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40
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Control SO Implante SO Control S3 Implante S3 Control S5 Implante S5 Control S11 Implante S11

B Medula MET. hipointenso B Quiste

Figura 6.10 Grafica con los porcentajes de preservacion de tejido en la médula espinal
para cada uno de los grupos de investigacion en las diferentes semanas que fueron
evaluadas.
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La cantidad de tejido medular preservado en la Gltima semana de estudio con respecto a la
primera semana de estudio, no fue significativamente diferente para ambos grupos de
estudio. Sin embargo, existio un cambio importante en la arquitectura de la zona lesionada,

tal como se ejemplificé en la Figura 6.9

Control Implante Control Implante Control Implante Control Implante
SO SO S3 S3 S5 S5 S11 S11

Medula 91.31 92.70 80.58 79.14 76.03 72.41 72.00 72.94

. Tejido 8.68 7.29 2.38 3.53 5.62 4.38 2.88 2.32
ipointenso
Quiste 0.24 0.45 0.44 0.44 3.96 3.25

Tabla 6.2 Porcentajes de volumenes de los dos grupos de investigacion con respecto al
tiempo del experimento en que fueron evaluados.

Finalmente, se debe remarcar que el tejido hipointenso disminuye de la semana 0 a la
semana 3, y aumenta de la semana 3 para la semana 5. Esto se podria deber a la intervencién
que implica exponer la médula para realizar el implante en la zona lesionada, generando un

edema cercano a la zona de interés.
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6.4 Correlaciones entre variables cuantificables

Se realiz6 el estudio de la correlacién, mediante la prueba de Pearson, entre las variables
encontradas en la experimentacion. La Figura 6.9 nos muestra que existe una relacion
significativa entre los valores de ADC con respecto a los obtenidos en FA; esto a pesar de
que en la revision de la literatura se encontrd que la correlacion entre estas dos variables es

mayor que lo expuesto aqui.

0.60 0.65 0.70
1 | |

RMISFA

0.55
|

T T T
1.0 1.5 20

RMISADC
Figura 6.11 Correlacion de valores FA con ADC para cada uno de los estudios (5 estudios
en total) realizados a cada sujeto experimental (n=9), 45 muestras en total. Calculo del
coeficiente de correlacion de Pearson, se encontrd relacion significativa (r?=0.3153,
p<0.01)

Sin embargo, cuando se realizo el estudio de correlacion de las dos variables previamente
mencionadas (FA y ADC), con respecto a los valores obtenidos en la escala BBB, durante
las semanas que habia estudios de resonancia magnética, no se encontrd ninguna relacion

significativa. [Figura 6.10]
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Figura 6.12 Correlacion de los puntajes FA (rojo) y ADC (azul), con respecto a las
evaluaciones BBB de la semana en la cual se realiz6 cada estudio de resonancia

RMISBBB

magnética, 5 estudios en total realizados a cada sujeto experimental (n=9), 45 muestras en

total. Calculo del coeficiente de correlacion de Pearson, no se encontro relacion
significativa para FA - BBB (r>=0.0511, p=0.135), ni para ADC — BBB (r?=0.026,

p=0.208)
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7 Discusion

“Yo recibo 25 horas por semana de asistencia personal para diferentes tareas.
Tengo pocas personas profesionales (enfermeras) con quienes he tenido una
buena quimica y a quienes les puedo pedir acompafiarme cuando veo un viaje
por venir. Yo siempre planeo bien los tiempos para disfrutar el curso del viaje,
para que mi asistente pueda tener una experiencia positiva cuando me
acompafia. Estoy extremadamente complacida con este tipo de asistente
personal ”

Kjell, Noruega

El material ocupado como implante en este estudio, es similar en composicion quimica con
respecto a otros que se han presentado en la misma linea de trabajo. Se muestra que es
completamente reproducible en cuanto al método de sintesis; comienza a haber problemas
cuando se piensa en el modo de aplicacion, ya que no esta bien estandarizado cual es el
mejor método, mas aun cuando se trabaja con la dosificacion para posibles casos futuros en

otros animales de experimentacidn o casos clinicos.

En la evaluacion funcional, medida por la escala BBB, se pudo apreciar una mejoria
significativa para la media de los valores del grupo implante con respecto a la media del
grupo control, un panorama alentador para los casos de LTME. Aunque la mejoria con el
implante fue claramente menor, comparada con los estudios realizados en etapas agudas y
subagudas, se deben tomar en cuenta los cambios que se pudieron apreciar morfologica y

morfométricamente a través de la MRI.

Es evidente que el nimero de sujetos se debe incrementar en gran medida para poder
respaldar de mejor manera los resultados obtenidos en el presente estudio y disminuir la
variabilidad de los resultados. Sin embargo, incrementar la cantidad de sujetos representa

una gran inversion, a nivel de recursos humanos, infraestructura y financiamiento.

A pesar de ello se considera que es ideal continuar con la linea de investigacion en la misma
etapa de la LTME, incluso con otras especies animales, ya que se ampliara el conocimiento

que se tiene sobre las lesiones y sera cada vez mas reproducible cada una de las situaciones

70



que se presenten; mientras mas casos se estudien mas conocimiento se tiene de los

fendmenos que no se han podido explicar en este documento.

Los resultados obtenidos de las imagenes por resonancia magnética nos muestran que es
posible seguir longitudinalmente a los sujetos con lesion traumética de médula espinal;
otorgando un posible panorama a la amplificacion de su uso en situaciones clinicas. Se
considera que es una herramienta con muchisimo potencial a futuro para este tipo de

lesiones.

Es relevante mencionar que se requiere una mejora en la calidad de la infraestructura médica
de nuestro pais, para que se pueda pensar en la resonancia magnética como un método
basico en la evaluacion de la lesion de médula espinal, ya que, actualmente, no existe la
solvencia de equipo necesario para realizar eso con todos los pacientes. Pero, a pesar de
ello, se debe comenzar a pensar mas en esta herramienta al momento de probar tratamientos,
ya que es uno de los métodos que méas informacion puede arrojar sin ser invasivo ni nocivo

para la salud de los pacientes.

A pesar de que no se muestran relaciones significativas entre los parametros obtenidos con
resonancia magnética, con respecto al método de evaluacién funcional utilizado, escala
BBB, hay algunas tendencias comparables entre estas variables. Por ejemplo, en la semana
5 de estudio, después del implante hubo una caida de los valores FA con respecto al inicio,
los valores ADC se incrementaron en gran medida, mientras que la cantidad de tejido
preservado disminuia; cuando se les coloco el implante al grupo del mismo nombre, se pudo
apreciar un incremento de gran pendiente de la media de los valores FA, un decremento en
los valores ADC vy la cantidad de tejido preservado comenzo a dejar de disminuir con la
tendencia que llevaba. Todos estos factores muestran la misma tendencia que los valores
BBB después del implante, la media de estos valores, para el grupo implante, se elevé de

manera significativa para las primeras cuatro semanas después del implante.

Posterior a estas semanas de mejoria hubo una disminuciéon de la actividad motriz
generalizada en todas las ratas, no se sabe cual podria ser la causa de esta situacion que se

encontrd en todos los sujetos experimentales.
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Es ideal realizar algunos estudios exvivo a estos mismos sujetos para poder corroborar la
informacion; se prepararon las muestras para realizar estos estudios que se podrian presentar
en estudios posteriores con su correspondiente ampliacion de nimero de sujetos, situacion

gue se menciona en el siguiente apartado.
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8  Conclusiones

“Tengo 51 afios y una lesién completa en T6, paraplejia,
causada por la compresién de un codgulo sanguineo.
Yo estaba impresionado cuando por primera vez

estuve paralizado, habia recibido el diagnostico por
parte de un médico en 1984 ”

Nipapan, Tailandia

Con el presente estudio se mostré que con el uso de un Resonador Magnético de 7T es
posible estudiar y establecer el estado de gravedad en los sujetos experimentales, después
de una lesidn traumatica de médula espinal. De igual manera, se puede establecer el efecto
longitudinal del polipirrol dopado con yodo en el tejido medular, después de una lesion

traumatica en fase cronica.

Se mostro6 que la apreciacion cualitativa de las imagenes anatdmicas, obtenidas por medio
de resonancia magnética, puede dar informacion sobre el estado de la lesién sin tener que
ser invasivo o dafino para los sujetos, permitiendo dar informacion complementaria a lo
observado por otras técnicas experimentales como las evaluaciones funcionales. La MRI

otorga informacion de dafios internos que otras técnicas in-vivo son incapaces de proveer.

Ademas, se muestran opciones cuantitativas y morfométricas, ayudadas por procesamiento
de iméagenes; tales como FA, ADC y porcentaje de volumen preservado que complementan
aun mas el pronostico del estado de la lesion de médula espinal en fase crénica. Resultando
en un acercamiento que podria facilitar y ampliar el panorama en el uso de tratamientos

clinicos. Suméandose al uso actual de la MRI en el tratamiento de LTME.

En este estudio se mostro una posible viabilidad del uso de PPyl como tratamiento de LTME
en fase cronica; la evaluacion funcional otorgd una diferencia significativa para el grupo de
implante con respecto al grupo control. De igual manera el estudio morfologico de
resonancia magnética permitié visualizar cambios relevantes en las ratas del grupo implante,

al finalizar el estudio, con respecto al grupo control previo al implante. El estudio
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morfométrico corrobord dicho panorama, ya que presenta ligeros cambios entre los dos
grupos de estudio. Debemos recordar que no existe ninglin tratamiento capaz de mejorar la
funcionalidad en etapa crénica, por lo cual el presente estudio podria convertirse en algo

muy representativo para la linea de investigacion.

Finalmente, se debe hacer un importante comentario a la continuacion de estudios en este
rubro, ya que nos encontramos frente a un grave problema de salud mundial; cualquier
avance, complemento, ampliacion de herramientas o técnicas, puede significar un aporte

unico a la mejora de la calidad de vida de los pacientes con lesion de médula espinal.

8.1 Perspectivas

> Evaluar el efecto del PPy/I después de una lesion de médula espinal, en fase crénica,
en otras especies animales que puedan ampliar el panorama experimental.

» Utilizar técnicas histologicas exvivo para comparacién con estudios de resonancia
magnética a diferentes etapas de la lesion para verificar la precision y exactitud de
esta herramienta.

» Ampliar el nimero de sujetos experimentales para reducir la dispersién mostrada.

> Establecer parametros de su uso en los estudios de resonancia magnética, para poder
estandarizar una posible aplicacion en el diagnostico clinico.

» Estandarizar las secuencias experimentales de resonancia magnética para reducir

posibles errores debidos a la variacién entre los sujetos experimentales.
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9 Anexos

Anexo A. Escala BBB

Score

Operational definitions of categories and attributes

0

No observable movement of the hindlimbs

[EEN

Slight (limited) movement of one or two joints, usually hip and/or knee

Extensive movement of one joint or extensive movement of one joint and slight movement of the
other

Extensive movement of two joints

Slight movement of all three joints of the hindlimbs

Slight movement of two joints and extensive movement of the third joint

Extensive movement of two joints and slight movement of the third joint

Extensive movement of the three joints in the hindlimbs

Sweeping without weight bearing or plantar support of the paw without weight bearing

©O© |O|N[o|o bW N

Plantar support of the paw with weight bearing only in the support stage (i.e., when static) or
occasional, frequent or inconsistent dorsal stepping with weight bearing and no plantar stepping

[ERN
o

Plantar stepping with occasional weight bearing and no forelimb-hindlimb coordination

[N
[EEN

Plantar stepping with occasional weight bearing and occasional forelimb-hindlimb coordination

[EEN
N

Plantar stepping with frequent to consistent weight bearing and occasional forelimb-hindlimb
coordination

13

Plantar stepping with frequent to consistent weight bearing and frequent forelimb-hindlimb
coordination

14

Plantar stepping with consistent weight support, consistent forelimb-hindlimb coordination and
predominantly rotated paw position (internally or externally) during locomotion both at the instant
of initial contact with the surface as well as before moving the toes at the end of the support stage
or frequent plantar stepping, consistent forelimb-hindlimb coordination and occasional dorsal

stepping.

15

Consistent plantar stepping, consistent forelimb-hindlimb coordination and no movement of the toes
or occasional movement during forward movement of limb; predominant paw position is parallel to
the body at the time of initial contact.

16

Consistent plantar stepping and forelimb-hindlimb coordination during gait and movement of the
toes occurs frequently during forward movement of the limb; the predominant paw position is
parallel to the body at the time of initial contact and curved at the instant of movement.

17

Consistent plantar stepping and forelimb-hindlimb coordination during gait and movement of the
toes occurs frequently during forward movement od limb: the predominant paw position is parallel
to the body at the time of initial contact and at the instant of movement of the toes.

18

Consistent plantar stepping and forelimb-hindlimb coordination during gait and movement of the
toes occurs consistently during forward movement of limb; the predominant paw position is parallel
to the body at the time of initial contact and curved during movement of the toes.

19

Consistent plantar stepping and forelimb-hindlimb coordination during gait and movement of the
toes occurs consistently during forward movement of limb; the predominant paw position is parallel
to the body at the instant of contact and at the time of movement of the toes, and the animal presents
a downward tail some or all of the time.
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Consistent plantar stepping and forelimb-hindlimb coordination during gait and movement of the
toes occurs consistently during forward movement of limb; the predominant paw position is parallel

20 to the body at the instant of contact and at the time of movement of the toes, and the animal presents
consistent elevation of the tail and trunk instability.
Consistent plantar stepping and coordinated gait, consistent movement of the toes; paw position is
21 predominantly parallel to the body during whole support stage; consistent trunk stability; consistent

tail elevation
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