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RESUMEN

MIELOGRAFIA E IMAGEN MOLECULAR DE LA MEDULA ESPINAL MEDIANTE
TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA UTILIZANDO NANOPARTICULAS DE ORO EN

RATA CON LESION MEDULAR

La lesbn traumatica dda médula espina(LTME) puede tener consecuencias motoras,
sensitivas y vegetativas, en muchas ocasiones gravesewersibles. EI espacio
subaracnoideo espindSAE)esdevital importancigpara el funcionamiento nealégico y

la posible recuperacion después delURME. Se conocevarias alteracioes de este espacio
despés de und. TME, pero existen pocos estudiosiohdgenes de alta resolucion, como son
los mielogramas en microtomografia computarizéoiécro-TC). Los objetivos fueron
explorar la viabilidad de obtener mielogramaslizando micro-TC de alta resolucion
mediante sustraccion digital de energdbld (ED) y energia unica (B) en ratas intaes y
posteriormente evalualos cambios en eESAE de ratas sometidas BTME. Se
implementaron protocolos de obtencién de imagemekograficas corieD y EU utilizando
micro-TC enratas adultas vivdsong-Evans(16 animdes). Para cada protocolo se ensayaron
agentes de contraspmsitivo a compuestos yodaddsomeron® 400 y Fenestra® VC) y
nanoparticulas de orcNPO, AuroVistTM 15 nm). Para B, las imagenes en baja y alta
energia se adquirieron después de la inyeccion de conpastElJ, unaimagen se adquirié
antes yla otradespués de la inyecciénlaeedio decontraste. El posprocesamiento consistié
en la seleccidon de la region de iggrel registro de imagenes, la resta ponderada y la
alineacion longitudinalEn lo que respecta al estadilel ESAE en ratas lesionada&s (
asignadas al azar en cinco grupos experimenapgBneramente los animaldseron

sometidos aina contusion de ladédula espina]ME) leve oseveraen T9. Se llevaron a cabo



estudios de imagenes de \asiacionesle ESAEen ratas lesionadas en las etapas aguda (dia

1) y subaguda (dia 15) después de la lesion, asi como en ratas de control, utilizando
mielografia de mio-TC de alta resolucion con un protocolo de sustraccion didgt&U y

medio de contraste lomeron@00. Después ddos analisis cualitativos y cuantitativos
(relacion contrasteuido [CNR]), se encontréque el protocolo de adquisicionUEcon
lomeron® 400 proporciona las mejores imagenes. Las representaciones de contornos 3D
permitieron la visualizacion #&SAE e identificacion de algunas estructuras anatomicas
dentro deéste Los andlisis cualitativos guantitativos mostraron qua LTME induce
cambios en eESAE que varian en funcién de la gravedad de la lesion y el tiempo
transcurrido después de la lesion. El bloquald&6AEfue la principal alteracion detectada.
Ademas, el método utilizado aqui pdithobservar detalles finos, conpor ejemplo las
variaciones en las vias preferenciales para el flujo del medio de coniasabizacionde la

raiz nerviosa palidade medio de contraste debido al desgarro del saco Hsia.estudis

in vivo muestan el potencial de la mielografia con contrast@ EU para obtener imagenes

dd ESAE en ratasSe obtuvieronmagenesdd ESAE en 2D y 3D de alta resolucién sin
interferencia de estructuras anatomicas adyacdraesielografiaenmicro-TC proporciona
imagenes de alta resolucion de cambios eBSAE después d&TME en ratas y es una
herramienta utile innovadorapara estudios experimentales adicionales quelusvan

lesiones medularemnratain vivo.



ABSTRACT

MYELOGRAPHY AND MOLECULAR IMAGE OF THE SPINAL CORD BY
COMPUTED TOMOGRAPHY USING GOLD NANOPARTICLES IN RATS WITH

SPINAL INJURY.

Traumatic spinal cord injury (SCI) can have motor, sensory and vegetative consequences,
often serious and irreversible. The spinal subarachnoid spag&sj3$Sof vitalimportance

for neurological function and recovery after an SCI. Although that SCI can alée® &S
established, few highesolution imaging studies are available, such as myelograms, in
computed microtomography. The objectives were to explore the f@gsddi obtaining
myelograms of rats using high resolution microtomography by digital subtraction of double
energy (DE) and single energy (SE) in intact rats, and then, evaluate the changesAtthe SS
of rats that had experienced SCI. DE and SE myelograpimaging protocols using
microtomography were implemented in live adult Lgegpns rats (1 animals). Positive
contrast agents to iodinated compounds (lomeron® 400 and Fenestra® VC) and gold
nanoparticles (AuNPs, AuroVistTM 15 nm) were tested for eactopob For DE, low and

high energy images were obtained after contrast injection; for SE, one image was obtained
before and the other after injection of the contrast medium.-gPoséssing comprised
selecting the region of interest, image registrationigited subtraction, and longitudinal
alignment. Regarding the 8S study in injured rats (33 randomized into five experimental
groups), the animals were first exposed to a mild or severe spinal cord contusion at T9.
Imaging studies of SSA S variations wereonducted in injured rats in the acute (day 1) and
subacute (day 15) stages after injury, as well as in control rats, usingebightion

microtomography myelography with an SE digital subtraction protocol and lomet00®



contrast medium. After qualtizse and quantitative analyzes (contrasise ratio), the EU
acquisition protocol with lomeron®00 provided the best images. The 3D contour
representations allowed the visualization of th& S@&nd identification of some anatomical
structures within itQualitative and quantitative analyzes showed that SCI induces changes
in SSAS that vary depending on the severity of the injury and the time elapsed after the injury.
SSAS blockage was the main alteration detected. In addition, the method used here allowed
the observation of fine details, such as variations in the preferential pathways for contrast
medium flow, visualization of the nerve root, and contrast medium leakage because of the
dural sac tear. These in vivo studies show the potential myelograpihysE contrast to
image S@S in rats. High resolution 2D and 3D &S images were obtained without
interference from adjacent anatomical structures. Microtomography myelography provides
high-resolution images of $E changes after SCI mts ands a usél and innovative tool

for further experimental studies involving rat spinal cord injunegvo.
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1. INTRODUCCION
La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) puede originar dafios devastadores,
permanentes ereversibles, que provocan dafos sensitivos, motores y autondesae el
sitio dela lesion hacia caudal. Constituye uno de los evemt@slicosmasgraves en el

hombre y en animalesspecialmente cuando ocurre en individuos sanos y javenes

La LTME tiene una alta tasa de prevalencia en el segmento de jovenes dentro de la poblacién
humanaaunque los casos en personas mayorealraentad@rogresivamentpAlgahtany

et al, 202)); esta patologia ocasionauchas cargas fisicasmocionales y econémicpara

el individug la familia y la sociedad; considerando que este evento ocurre en ladefapa
individuo laboralmente nsaproductiva Existen @aroximadamente 10,000 nuevos casos de
paralisis aguda como consecuencia de LTME por afio en los Estados Unidos y los costos del
gobierno utizados en los cuidados, tratamientos, terapias de rehabilitacion, asistencia
psicoldgica, se estiman en 10 mil millones de délares poapfaximadamentéCarlson y

Gorden, 2002Eli et al, 2021)).

La fisiopatologia de la LTME es altamentecompleja y anque el estudio de sus
caracteisticas y particularidades ha progresado recientemente, se desconocen algunos de los
eventos desencadenados en el mismbc@so detalles de saronologiay fendmenos
extramedulares, entre o Es muy impetante el estudio y descubrimientie nuevos
eventosrelacionados a esta lesigparapoder desarrollar, mejorar yamitorear terapias
potenciales que prevengalafios subsecuentes, que conlleven a mejorguraglostico

neurolégico

El diagndtico adecuado por medio ticnicasde imagen comaielografiasy tomografia

axial computarizada con medide contrastgositivo esimportantepara evaluar la LTME,



estableceel sitio de la lesién, ademas de su gravedad y extenBloestudio de nuevos
eventos con estas herramientas diagnosticas perpritippéner terapias adecuadas y conocer

un prondéstico mas acertado. La tomografia axial computarizada ha sido descrita y utilizada
en perros y gatos, pero no en 3D, ni tampoco coraltaaesolucién, cono ocurre con la

micro-TC en animales de laboratorio, especialmente en ratas.

La ratarepresentain modelo biolégico idoneo para estudiar enfermedades, traumatismos y
la terapéutica de la columna vertebdd humanos yde animales y es una especie
ampliamente utilizaal en estudios sobre fisiopatologia y terapéuiigll y Olson, 2016
Meyer et al, 202). En este biomodelse pueden reproducir diversiggos 0 modalidades

de lesiones e introducir vables a diferencia detras especies conperros, gatagrimates

no humanos ycerdos que son especies mas afectivas, su alojamiento es mas costoso, y
también poseen consideraciones éticas estiiptatsuuraet al, 202]). Cuardo se dispone

de instrumentosequipose instalacionesnecesarios para producir LTMEe cuentacon
comocimientos de neuroanatonpara efectuamicrocirugiay confacilidades logisticas para

vaciar manualmente la vejiga e intestinos dos veces al dia, la especie murina es la més

adecuaddlLee y Lee, 2018

La regeneracion de ME lesionada esna de las tareas médicas mas dificiles que enfrenta
la neurocienciaHasta hace poco tiemmste objetivo se consideraba una tarea impssibl
sin embargo, muchas investigaciones realizadas en {d8mas dos décadas han
proporcionadauna mejorvision y comprension de los fundamentos y mecanismos de la
lesibn medular, inclusive hasta nivel moleculgror todo ello se cree quéa

neuroregeneraciors una posibilidad alcanzables muy probable que los tratamientos



futuros manejen un enfoque multimodal, a@chando nuevos conocimientos de la

fisiopatologia de la lesién para mejorar el resultado en pacientes después de una LTME.

Existen dos mecanismos desion de la ME: Lesion primaria y lesion secundarlaos
mecanismos déesion primaria selesarrollaninmediatamentel producise la lesién es
imposible preveniay no tiene ventana terapéutidabps mecanismos de lesion secundaria
ocurrendespus, y van desarritdndosede manera sucesiva en reacciones de cagtadat
al.,, 202). Se han identificado al menos 2necanismosfisiopatolégicos de lesion
secundaria establecidos dentro del parénquima medulaprobablemente exigta mas
mecanismosaun no identificados Es importante la compresion y conocimiento lbs
mecanismos que la origingrsuscomplejidadeparaestablecer alguna estrategia terapéutica

en la busgeda persistente de la cula la lesion meduta

La mayoria de estamecanismos patolégicdsan sido estliados ampliamentdentro del
parénquima medular, por ejempldeterminacion de [aroporcion de apoptosik necrosis

de tejidos, la determinacion de mieloperoxidasa como indicador de la actividad de
neutréfilos, la medicion de la concentracion de andlaldehido como biomarcador de
peroxidacion lipidica, la medicion dactor de necrosis tumoralfa (TNF-U), la medicién

de mediadores inflamatorios como iINOS para determinar el rol de 6xido (fat@rnitiet

al.,, 2009, la formacion de cavitacion, la presend@ hemorragias, la inflamacién y la
formacion de edemdespués de una LTMEReyesAlva et al, 2014 Zhanget al, 1997;

sin embargpno existen suficientes estudios extramedulares

El espacio subaracnoideo espinBSAE) se encuentr@ntre 1& meningesaracnoids y
piamadre, srelevantepara el desarrollo, funcién y reparacion ddlia y raices nerviosas

espinalescontiene vasos sanguineossfamcupado poel liquido cefalorraquided-CR)



(Brodbelt y Stoodley, 20Q7Yoshizawa, 2002 Zappaterra y Lehtinen, 20L2Los
traumatismostumores dnfeccionesen la columna vertebrplueden afectar la estructura y

la funcién dé ESAE, pudiendo resultar en una disminucion del fldgpLCR, esto ocurre en
varias fatologias como podria ser e aracnoiditis, la siringomielia radiculopatia, entre
otras(Brodbeltet al, 2003 Grossman y Krabak, 199MaxMaueret al, 2011, ReyesAlva

et al, 2013. Estas alteraciones de ESAHedn tambiéninterferir con los megasmos de
autoreparaciofBothwellet al, 202 o con la llegada de agentes terapéuticos administrados

por via intratecalMasonet al, 1999.

Se han realizado algunasvestigaciones sobre alteraciones espacioextramedulares
después de LTME, en donde reportda obstruccin del ESA y variaciones de la presion,
(Kwon et al, 2009. Se ha estudiado la permeabiliddésl ESAE mediante la realizacn un
m®odo de evaluacion de la permeabilidedsado en laecuperacion ycuantificaci n de
paréculas siperparamagRicas, mielografas y estudishistopatologics. Estas alteciones
podrian considerarsomoun nuevo mecanismaecundariale leson secundarigFrance

Bourlandet al, 2013 FranceBourlandet al, 2015 ReyesAlva et al, 2019 ,

ReyesAlva et al. (2013)encontaronque la contusin medular se asotacon alteaciones
extramedulares que pueden afectdostaculizar y/o suprimir la circulaci del LCR durante

las fases tempras de la lesh. Estas observacionéseron obtenidas prcipalmente de
estudios histopatologicoslgs variaciones cualitativas del EEAueron apreciadasin LCR

en rataex vivo Entre las alteraciones mas notables después de una LTME se encuentra el
bloqueo temprano del ESAE y una forma de fibrosis tardfo@da comaaracnoiditis
postraumaticaSin embargo, @ra identificar, caracterizar y monitore una manera mas

amplialas condicimes patologicas que involucranE5AE en ratasse necesitabagcnicas



de imagen avanzadase manera quennuestranvestigaciérfue posibleobservaralgunos

eventos patoldgicas vivoutilizando imagenes adquiridesnmicro-TC enrataslesionadas.

Se necesitaimas estudios avanzados de imagen del ESAE, adicionales a los estudios
histopatolodgcos ya efectuados, en las etapas aguda y subaguda después de la lesion, ya que
este es el periodo de tiempo en el que tienen lugar los mecanismos de lesion secundariay los

intentos de reparacion endégenos.

Antes dela presentenvestigacion no exisian métodos para obtener mielogramas de alta
resolucion en roedes. La mielografia convencional estélagada en técnisaadiograficas
bidimensionalesse limitébaprincipalmente a la identificacion de procesos obstructivos y no
proporciondainformacion espacial detallada sobre la anatomia fina deE=8Abesar de
gue ® han utilizadométodos de imagen mas sofisticados, ctarresonancianagnéticay

la imagen de radionuclidos para la imagen clinica delEE8#guno de estos métododitia

sido reportado parda evaluaciOrESAE en roedores en estudios preclinicos

Porotra parte, e los mielogramade micreTC convencionaledas densidadsradiograficas

delas estructuras 6seag(tebrascostillasy esternéhy delmediode contrasteadiogréafico

positivo inyectado aESAE, son muysimilares ypueden superponerse, dificultantio
evaluacionadecuada deESAE de rata sana o lesionada En nuestra investigaciofue
necesarialisefar un protocolo de sustraccion digital moeTC conmedio decontraste, que
permitié eliminar la superposicibde ambas densidadetando comaesultado imagenes
selectivas deESAE contrastadoSe utilizarondos protocolos de sustraccion aoedios de
contrastepositivo. El primer protocolo fusustraccion de energiable (ED), que aprovecha

las diferencias en el grado en que los tejidos y los agentes de contraste atenuan las

radiografias de baja y alta enerfastilloet al, 2016 Kuhlmanet al, 2006 Lewin et al,



2003 Li et al, 2008. El otro protocolofue llamadosustraccion de energia unidal), se
ba® en la sustraccion de una imagen sin medio de contraste de una imagen con medio de
contraste, ambas adquiridas al mismo kilovojtegedecir, con el mismo espectro de energia

de rayos X(Berumeret al, 2016 CruzBastidaet al, 2012.

En el presente trabajo se analizatas alteraciones del E®y de laME mediante
mielografiautilizandomicro-TC in vivoen ratas sanas y con LTME, utilizando medios de
contrastes no conjugados (compuestos yodadasigparticulas de ofdlPQ]). Una de las
novedades del presente estudidica en el uso de protocolos de sustraccion de imagenes
digitalespara obtener imagesen2D y 3D selectivas de alta resolucion HBAE en ratas
intactasy lesionadaslLos resultados obtenidgermitiranuna mejor comprension sobre las
alteracione®n los espaciosxtramedulagsy en los mecanismos fisiopatologgcde la

LTME, asi como paplanificar futuras terapias.



2. MARCO TEORICO

2.1. Médula espinal

Ocupa dos tercios superiores demteb canalvertebral en el hombre. El limite superior de la
ME es el bulbo raquideo y el limite inferior se llama cono medular, que termina a nivel de la
vértebrdumbarl o2 (L1 oL2). El filum terminal empieza desde la punta del cono y consiste
en piamadre, fibras gliales y muchas veces contiene una vendMELgosee dos
ensanchamientas intumescenciada cervial (C6 a T2)de donde se originan logrvios

del miembro toracicpy la lumbosaca (L4 a S3) de donde se originan los nervios del

miembro pélvicqfigura 1)(Waxman, 201}

Figura 1. Vista dorsal de médula espinal y nervios espinales.

.....

Nota Esquema donde se observan lasimescenaeis cervical y lumbosaer (Waxman,

2011).



2.1.1. Segmentos medulares

La ME esta dividida en 30 segmentogdularey noexisen limites definidos entre ello8
segmentos cervicales (C), 12 segmentogcicos (T), 5 segmentos lumbares (L), 5
segmentos sacsdS) y unos pocos segmentos pémsecocégeos (Co), que corresponden a
las uniones de grupos déas nerviosas. LME es n§s corta que la columna vertebral, por
esta razércada segmentmedulara niveles inferiores se localiza por encima del cuerpo

vertebral con umamerosimilar (Waxman, 2011

2.1.2. Divisiones longitudinales

Un corte transversal de ME muestra una profundeisura mediananterior y unsurco
medianoo posteriorsuperficial, quedividen a la médulaen mitadesderecha e izquierda
simétricasunidas en lporcibnmedia centria La cisura mediana anterior contiene un pliegue

de pamadrey vasossanguineqsy su piso es laomisura blanca anterior ventrabs réces
nerviosas dorsalesstanunidas a lavIE siguiendo la hendidura vertical superficialsalco
posterolateralel cual descansa a poca distancia anterior al surco mediano posterior. Las

reéces nerviosas ventrales salen pawekto anterolatal (Watson y Kayalioglu, 2008

2.2. Meninges espinales

La ME estéa cubiertpor 3 membranasle tejido conectivo llamadaseningesla capaexterna

se denominaduramadre, la intermediaracnoidesy la interna piamadre(figura 2). La
duramadrey la aracnoideson consideradas en ocasiomesno una Unica membrana, la
leptomenimge(saco dural o tecalTambién se ha descrito una capa leptomeningea fenestrada

intermedia que se ure la cara internae la aracnoidefKayalioglu, 2009b Nicholas y



Weller, 1988 Reinaet al, 201Q. Estas membras, y el LCRque se ubican elESAE,

protegen y nutren I®IE y las raices nerviosas espinales.

Figura 2. Vista anterior y corte transversal de médula espinal.

2018 John Wiley & Sons, Inc.  © 2018 Editorial Médica Panamericana

Espacio epidural  Q

Deeccon Shan Mier iobogralie Uk Mestsen
ANTERIOR
b) Conte ransversal de la mécula espinal dentro de una virletea cenrvical

Nota Visualizacion de meninges y espacios entre meninges.

2.2.1. Duramadre
La duramadre es una membrana gueuelvela ME, s une a la duramadre craneal en el

foramenmagnq y forma caudahenteel ligamento coccigeo que &esionaa las vértebras



coccigeas. Lateralmente, la duramadre se extiende sobre las raices n&mwiestsregion,

las arterias espinales, las venas y los vasos linfaticos perforan la duramadre ajueséida
dirigenhacia laME a través del espacio subaracnoi@fdewell, 1999. La duramadre esta
separada de la columna vertebral por el espacio epidural (extraéxisiuna estructura

de tejido blandaubicadaentre la duramadre y la columna vertebral llamada membrana
peridural queexisteen cualquier punto donde no hay periostio, y esaumvalentedel

periostio(Liem y Vogt, 2012 Wiltse, 2000).

2.2.2. Aracnoides

Esllamada asi por saspectale tela de arafia, es una membifarey transparente que rodea
la ME como un saco holgad8&e prolongacon la aracnoides cerebi@lpasa a través del
foramenmagno ypor el otro extemo desciende caudalmente al nivel vertebral S@.
encuentra unida intimamengela superficie interna de la duramadre y esta separada de la
piamadre por el espacio subaracnoideo quéermm el LCR La aracnoide esta compueat
de colageno y fibras elasticas. Swperficie exteriodural) es mas suave qlee interior
(pial), y de esta ultima saldss trabéculaaracnoideas guermanun puente sobre el espacio
subaracnoidebasta llegar a la piaadre(Nicholas y Weller, 1988 La capa externa de la
aracnoidesesta compuesta delulas planasgjue son impermables al LCRdebido a las
estrechas uniones int&ularegHaines, 199 1Reinaet al, 201Q Vandenabeelet al, 1996

Weller, 2005.

Lasvellosidades aracnoideas y granulacicsmsproyeccionesimilares a las del craneo en
los sitios de raices nerviosas espinales emergentes en, pggjas(Gomezet al, 1979 y

humanogKido et al, 1976, y desempeftaun papeimportanteen el drenaje delCR.
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2.2.3. Piamadre

Es la @pa meningemas internay seadhiere firmemente a la superfi@gternade laME.
Contiene células piales superpuestas plat@s un ndcleo de forma ovalada y un pequefio
nucleolo; estas células constituyama capacontinua unida por desmosomas y uniones

huecas, lo que hace que espa sea impermeablelaR (Alcoladoet al, 198§.

Todas la meninges se prolongan junton las raices nerviosas espinaleandosalende la

ME porlos agujeros intervertebrales, dondesencon el perineuro de los nervios espinales.
Entre las uniones de las raices dorsales y ventrales, la piamadrgyetauna serie de
extensiones laterales intermitentes conocidas como ligamentos denticulados. Estos forman
21 procesos similares a dientes en cada lado que uhih éala duramadre a través de la

membrana aracnoide(Tubbset al, 200J).

2.3. Espacios entrdas meninges
Existe tres espaciosituadosentre la cara interna del canal ratpd y laME: epidural

(extradural), subdural y subaracnoid&ayalioglu, 2009k

El espacio epidural se encuenttzicado entre la pared del canal vertebral ggueamadre

contiene tejido conectivo laxo, grasa epidural, vasos linfaticos, raices nerviosas espinales y
el plexovenoso vertebral interndesta limitado por el ligamento longitudinpbsterior el
ligamento flavoy el periostio de la lamindseaposterior, los pediculos de las vértebras y los
agujeros intervertebrales con sus contenidos lateralmente. El espacimlepédimita
cranealmente en el agujero magno donde la dura espinal se une a la dura endostial del craneo
y caudalmente en el hiato sacro por el ligamento sacrococcigeo. El espacio epidural lumbar
es segmentado y discontinuo porque la duramadre se adhierachas areas directamente

a la pared de la columna vertehitallis, 2009 Harrison, 199%
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El espacio subdural es un espacio virtsaliado entre las meningeduramadre y la
aracnoidesambas se encuentran contiguas debido a la presiuC&eleste espacio esal

cuando unaoleccidonsanguinea puruknta separa la duramadre de la aracnoides. Se ha
propuestajue el espacio subdural no es un espacio anatémico normal, sino que es el efecto
del dafio tisular donde las membranas celulares de la capa celular del borde dural se dafian o

las uniones celularee separafHaines, 1991Vandenabeelet al, 1996.

El ESAE es un espacio situado entre la aracnoides y la piamadoatiene el LCRPosee
colageno extracelular y fibroblastos que forman trabéculas aracnoideas, que se extienden
desde la aracnoides hasta la piamgHanes, 1991 El espacio subaracnoideo se extiende
caudalmente hasta el nivel de la segunda vértebra sacra. Hay un drenaje sustdi@ial del

del espacio subaracnoideo a nivel de la columna vert@waanoviecSosicet al, 200)). El

ESAEes empleadoomo via de administracion de agentes terapéuticos en varias patologias

del sstema nervioso centrébNC) (Yanget al, 202)).

2.4.RaZces ynervios espinales

Los nervios espinalg@ferentesenvianinformacion sensorial desde los 6rganos efectores
hasta eSNC, y reciberestimulos motorep6r viaseferentesprocedentes del cerebro y ME
hacialos masculog/ glandulasefectoes. Los nervios espinalesalen dda ME en toda su
extensiora través de los forameniedervertebralesCaca segmento de la M&e asoia con
cuatro ré&ces: ventral y dorsatquierda y un par similar a la derechBn humanoxisten

31 pares de nervios espinales: 8 cervicales@B)l 12 toracicos (T-I12), 5 lumbares (L1
L5), 5 sacros (SB5) y 1 coccigeo (Col)mientras que en la rataexisten34 pares 8
cervicales, 13 toracicos, 6 lumbares, 4 sacros y 3 cocc{@eoby, 2014 Kayalioglu,

20093.
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En humanos, los primeros siete nervios espinales cervatalgsdelforamenintervertebral
superiorasusvertebragespectivasios restantes nervios salpar el foramen intervertebral
inferior a sus respectivas vértebrdd.primer segmentenedularcervical carece deaices
dorsalesEl nervio que emerge entre C7 y T1 se denomina octavo nervio céG@aCada

nervio espinalse unea la ME por medio deunaraiz anteriory posterior Cada raizse
compone deeis a ocho raicillas que se extienden a lo largo de toda la longitud del segmento
correspondiente de ME. Las raicillasanterioresestanconstituidagpor axones de neuronas
motoras inferiores y las raicillas posterioresestdn formadas por axones de neuronas
sensoriales. Las raices del nervio lumbosaorsstituyena llamadacola de caballe cauda
equina, quenician debajo de la terminacién de NE, llamado cono meduldKayalioglu,

20093.

La piamadre y la aracnoidescubren las raices dorsales y ventrales halspuntodonde
penetrana duramadreconvirtiéendose ennaenvolturaduralque continda con el epineuro
del nervio espinalfigura 3). En elsitio de unién de cada raicilla a ME, hay una zona de
transicion entre eBNC y el sistema nerviosperiféricq las vainas estaformada por

oligodendocitos y por células d8chwann respectivamenfEraher, 1999
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Figura 3. Fotografia de una diseccion de laduala espinal y raices espinales.

vontr

Nota Se observda superficie ventral de IME y las raicillas ventrales y dorsales. La

duramadre y la aracnoidban sido removida@ayalioglu,20093.

2.4.1.Direccién de lasraices

Hasta el tercer mes de vida feésd humanasla ME es tan larga como el canal vertebral,
despuégle ese momento, la columna vertebral se extienders rapidez que la MEe
modo que al nacer, se extiende aproximadamente al nivel de la te@tebaaviumbar. En
adultos, el extremo de ME suele hallarse al nivel de la primera o segur®&igebra lumbar
en humanaosDebido a las diferentes tasas de crecimiento MElg columnavertebra) los
segmentos medularse desplazan hacia arriba con respecto a®tebvas correspondientes,
con la mayor discrepancia en los segmentos inferi@iggga 4) En la regin lumbosacra,
las r&ces nerviosas descienden casi vahthente por debajo de la Mtara formar lacauda

equina(Bakkum, 2014Darby, 2014 Tortora y Derrickson, 2018
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Figura 4. Relacion entre la columna vertebral y los nervios espinales.
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Nota Existe desigualdad entre la ubicatide los segmentasedularesy el nivel donde

salen las rmesespinaleslesde la columneertebral(Waxman, 2011)

2.42.Raices ventrales

Emergende la ME por una serie de raicillas travésdel surco ventrolateraly consisten

predominantemente en fibras motoras sométicas efeidtdese et al, 1989.
2.4.3.Ganglios de la raizdorsal

Cada raiz espal dorsal tiene uengrosamientovoide llamadayanglio de la raiz dorsade
encuentra cerca de la union de las raices dorsales y vergstfes formadas pareuronas

pseudounipolaresensoriales primarsa(Takahashi y Ninomiya, 1987Los ganglios de la
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raiz dorsalestan encapsuladoen un tejido conectivo condensado que es continuo con la
vaina de los nervios periféricdfigura 5) (Kayalioglu, 2009a Las raicesdorsales son
principalmente sensoriales y transmiteiormacionde estimulosocivos (dolor) ytérmicos

(Moore, 2013

Figura 5. Esquema de las raices dorsales de la médula espinal.
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Nota Se observan treganglios de laaiz dorsal cercanas una seccion de ME. Varias

raicillas dorsales desembocan en cada ganglio de la raiz @agalioglu,20093.

2.5.Liquido cefalorraquideo

Sufuncién princip&esotorgar una proteccién hidromecanic&aIC, participa manteniendo

la homeostasis eal liquido intersticial del parénquima cerebrakry el funcionamiento
neuronal mediante la regulacién del equilibrio electrolitia, transportede moléculas
activas y la elirmacién de catabolitos.ransporta los productos de secreciosdgeelplexo
coroideo a sitioespecificosde accidén ygracias a estenodo de distribucignmodula la
actividad de ciertas regiones del cerebro por impregnacion, mientras que la transmision
sinaptica produce cambios mas rapidos de activid@dessning y Barendregt, 2010Los

desechos del metabolismo cerebral, los productos de peroxidacion y las proteinas glicosiladas
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se acumulan con la disminucién de la renovacion del LCR relacionada con la edad

(Matsumaeet al, 2016 Sakkaet al, 2011J).

El volumen del LCR estimado en un hombre adulto es de aproximadamente 150 ml,
distribuidos de la siguiente formd25 ml en los espacios subaracnoideos craneales y
espinales y 25ml en los ventriculosaunqueexisten marcadas variaciongsglividuales

(Sakkaet al, 2011).

2.5.1.Secrecionde liquido cefalorraquideo

El volumen secretadenhumanosadultos varia entre 400 y 600 ml por d&h60 al65 %se
produce eros plexos coroideodel piso ddos ventriculos laterales y la tela coroidea del
tercer y cuarto ventriculos. Los plexos coroidsos protuberancias meningeas granulares
en la luz ventricular, cuya superficie epiteiatontinia con el egndimo (Vigh et al, 2004.

Puede haber una secrecextracoroidal que se origina del liquido extracelular y los capilares

cerebrales a través de la barrera hematoencefalica. Esta via desempefia un papel minimo en

condiciones fisiolégicaiSakkeet al, 2011. En humanosle.CR es renovado continuamente
(de cuatro a cinco veces paig). En ancianosle 77 afios de edgdiede haber un aumento
relativo del compartimento del LCR con respecto al parénquima ceosglaisibnados por
ciertaatrofia cerebral y una reduccion erenovacion delLCR de hastdres veces al dia

(Johansoret al, 200§.

En humanosd presion del LCResvariable pudiendo fluctuaentre 10 y 15 mniHg en
adultos y 3 y 4 mnidg en lactantesdonde bs valoresnas altos de cada rangaeden ser
indicativos dehipertension intracraneal. La presion del L@&ede variar pola onda del

pulso sistdlico, el ciclo respiratorio, la presiérdaiinal, la presion venosa yugular, el
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estado de excitacion, la actividad fisica y la postorporal(Bothwell et al, 2021 Sakkaet

al., 2011,.

2.5.2. Composicion del liquido cefalorraquideo

Las concentraciones dedio, cloro y magnes&on mas altas que las del plasma sanguineo,
mientras quéas concentraciones de potasio y cama mas bajas. El recuento de célelas

el LCR no supera las cinco células por mililitro. Existen variaciones de la composicion en un
mismo dia, es asi comaslconcentraciones maximas de sodaurrena las 800 horasy a

las 18:00 horas mientras que las concentraciortes potasioy la osmolaridad no sufren

modificacionegArtru, 2017 Harringtonet al, 2010.

2.5.3.Circulacion del liquido cefalorraquideo

El LCR £ muevedesde los sitios de secrecion hacia los sitios de absorcion con un flujo
unidireccionakostrocaudalen las cavidades ventriculares y un flujo multidireccional en los
espacios subaraoideos(figura 7) El flujo es pulsatily es generadpor la onda del pulso
sistélico en las arterias coroidepdas ondas respiratorias rapidd&s producido en los
ventriculos lateraleg se dirigea través de agujeros intentgaulares al tercer ventriculo y
luego & cuarto ventriculo a través del acueducto cerebral y finalmernts aspacios
subaracnoideos a través de la abertura media (agujefdadendie) En & espacio
subaracnoideo cranedl LCR circularostralmentehacia &s granulaciones aracnoideas
caudaiente hacia el ESAE. El LCR, es drenado parcialmentepor las vellosidades
aracnoideas espinalg<ircula rostralmente hacia el espacio subaracnoideo crédadia

et al, 201]). El movimiento de los cilios de células del revestimiento ependimario de los

ventriculos cerebrales ayuda en el flujo del L@Ras ciliopatias (falta de movimiento,
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acortamiento o ausencia deilios) podrian estar implicadas ela existencia de

ventriculomegalia e hidrocefali&umaret al, 2021).

2.5.4.Absorcion deliquido cefaloraquideo

Se absorbebasicamenteen el sistema yugular internmor mediode las granulaciones
aracnoideas craneal@&/elch y Friedman, 196@figura6). El gradiente dengsion entre los

espacios subaracnoideos y el seno venoso necesario para asegurar el drenaje del LCR es de

entre 3y 5 mniHg (Pollay, 2010.

Figura 6. Representacion esquematica de las granulaciones aracnoideas craneales

Nota Estas protuberancias meningeas tieioema de dedo revestidas de endotelio en los
senos @nosos craneales a través @elliramadre (a). Funcionan como una valvuiando
aumenta la pmadn del LCR se desarrollan las vellosidades aracnoideas, lo que aumenta su

superficie de intercambio y absa@mn del mismdb) (Welch y Friedman, 1960
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Las vellosidades aracnoideas espinales en contacto con el plexo venoso epidtitalyen
una via de absorcion del LCR, especialmente durante el esfi&igien diferentes formas
de vellosidades aracnoidegsie estan presentes ensl&ainas meningea de las raices
nerviosas espinaleslgunasvellosidadesatraviesanparcialmentela epiduraly otrasla

atraviesan totalmen{&akkaet al, 2011J).

2.5.5.Absorcion extraaracnoidea

El LCR puede sedrenadotambiénpor las vainas de los nervios craneales y espinales, el
epéndimoy el liquido extracelular de acuerdo con los gradientes de presion. La absorcion
hacia el compartimento intersticialsalizaa través de espacios perivasculares de Virehow
Robin. Se han observado también superficies de absorcién de LCR en vainas meningeas,
particularmente en los recesos meningeos de las raices nerviosas espinales y craneales,
especialmente del nervio trigéminervio coclear y nervio épticestaabsorcion del LCR
ocurririacuando la capacidad de la circulacaimsorciorhabitualha sido rebasaddigura

7) (Sakkaet al, 201).

La placa cribiorme del hueso etmoidabnstituye unaiade absorcién del LCR, y a través

de ella se eliminan proteinaglpbulos rojos especialmenten gatos y conejg€ourtice y
Simmonds, 1951Hsuet al, 2021 Simmonds, 1953Zakharovet al, 2003. Enovejas, la
oclusion @ la placa cribiforme del hueso etmoidal aumenta la presion intracraneal, y la
absorcion linfatica del LCRe incrementaon el aumento de la presjodesde el 10%
original hasta un 80%Mollanji et al,, 2002. Existen evidencias de que existe una absorcion
linfatica nasal significati@a de LCR en primates no humar{dshnstoret al, 2005 Proulx,

2021). Se han redescubienasos linfaticos meningeos, asi cama red de células linfaticas

endoteliales en el cerebro de peces cebra y ratones, pess@makce los mecanismos

20



exactos de contribucién al drenaje de liquiddkolado et al, 1988 Suarez y Schulte

Merker, 202).

Estos sitios de absorci@onviasocasionalesuando seobrepasatas capacidades de las
vellosidades aracnoideas craneales. Sctivos principalmenten neonatos, ya que las
vellosidades aracnoideas inmadusas vuelven completamengetivasdespués de los 18
meses edad también se activaren ancianos debido aariacionesfibrosas de las

granulaciones aracnoidegakkaet al, 2011, Zakharovet al, 2003.

Figura 7. Esquema de circulacién del liquido cefalorraquideo en humanos.

Nota El liquido cefalorraquideo esecretado princigaente por el plexo coroideo gn

mena cantidadpor el compartimento intersticial. Circulastro caudalmentdentro de los
ventriculos y drena hacia tasterna magna. El LCR circula en espacios subaracnoideos
craneales y espinales. En el espacio subaracnoideo craneal, el LCR fluye hacia las

vellosidades aracnoideas en la pared de los senos venosos de los quebse Ragerde
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LCR es absorbidgor la nucosa olfatoria y las vainas de losrvics craneags 6ptico,
trigémino, facial yestibulococlear) y es drenada por el sistema linfaticoeHESAE, la

parte del LCRes absorbidgor el plexo venoso epidal y las vainas del nervio espinal
ingresado al sistema linfatico, mientras que el LCR restante circula rostralmente hacia el
espacio subaracnoideo craneal. EI LCR se comunica con eldiouéfsticial a través de

espacios perivasculares de Virch®aebin (Sakkaet al, 2017).

2.6.Fisiopatologia de la lesion medular

La fisiopatdogia de la LTMEes causada por domecanismosdntemrelacionads y que

ocurren secuencialmenteprimarios y secundariosLos primarios se desencadenan
inmediatamentecausados por utraumamecanico(lesién primaria) son practicamente
inevitablese implica ruptura de vasos sanguineos, heagias del parénquima medular y

dafo tisular, entre otros, que son generados por fuerzas mecéanicas de aceleracion y

desaceleracio(Anjum et al, 202Q Yaoet al, 202)).

Los mecanismos de lesioeecundad se desarrollarposteriormentea los primarios,
constituyen una cascada dproximadament@6 posiblessventos celulares y moleculares
gue exacerbrael dafio inicial (lesién secundarig)pueden permitiuna ventana terapéutica

dependiendo de la severidad de la legidachem y Fehlings, 202Hodgettset al, 2009.

La comprension yanalisis de la fisiopatologide la lesion secundaria, podrian permitir
instaurar alguna terapia pgveevenir dafios en ciertos casos de poca seve(iaddings y
Nguyen, 2010 Oyinbo, 2011 Sharma, 2006 Los principales mecanismos de lesion
secundaria son: apoptosis, inicio de la cicatriz gliaiento exageradie calcio intracelular,
cavitacion central, cromatolisis central, compresion e inestabilidad de la columna vertebral,

bloqueo de conduccion y choque espinal debido a la salida rapida de potasio al liquido
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extracelular, expresion deficiente de los genesiados a la mielina después de la lesion,
desmielinizacion de los axones residuales y del borde subpial de los axones sobrevivientes,
alteraciones en la homeostasis idnica, fallo energético y disminucion de la produccion de
adenosin trifosfato (ATP), se@ién excesiva de noradrenalina, edema en el sitio de la lesién,
excitotoxicidadglutamatérgicahemorragia, invasion de células inmunitarias y liberacion de
citocinas, inflamacion por isquemia y reperfusién inducido por dafio endotelial, peroxidacion
lipidica y estrés oxidativo, factores inhibidores del crecimiento de neuritas, choque
neurogénico, exceso de Oxido nitroso, oligodendrocitos secundarios a muertes apoptéticas,
aumento de permeabilidad de la membrana plasmatica, hipotensién sistémica por pérdida
simpatica, produccion de TNBen el sitio del trauma meduldnrmacion de cicatrices y

falta de mecanismos de reparacion eBNC, entre otrogBaronciniet al, 2021 Carlson y

Gorden, 20020yinbo, 201}

2.6.1.Trastornos circulatorios

La lesion vascular constituye wevento crucialen los mecanismos de lesipnmaria y
secundarigy causa dafis importantea la MEque ha tenido algUmaumatismo agudd.os
mecanismosvascularesmés importantes sonisquemiareperfusion, alteracion de la
autorregulacion,hipotension sistémica (choque neurogénico), hemorragia y trastornos

microcirculatoriogTator y Koyanagi, 1997

EnlaLTME se observahemorragias gravewincipalmentesn la materia grifquepuede
progresar hasta llegam&crosishemorragica y posterior mielomalacia central en el sitio de
la lesion (Sekhon y Fehlings, 20D1En estudios clinicos en humanos gn estudios
experimentalesn animalese ha observadag las arterias grandes permandoecionales

sinembargoexiste una reduccion imparite en el flujo sanguineo de capilares ywasnen
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el sitio de la lesidénesta isquemia aumengaogresivamenteurante las primeras horas
(Fehlingset al, 1989 Yaoet al, 202). Se hacomprobado que la isquemia y la reperfusion
provocan dafio endotelial en los vasos delnsego espinal dafiadg, este fenomeno
contribuye a acelerda cascada que ya estaawtividad.Durante la isquemia se producen
radicales libre derivados deoxigeno, que favorecen astrésoxidativa aumentado
considerablemente en el inicio de lgadusion, y constituyen un fenémeno patolégice

contribuye a la Igidn secundaria en lal ME (Sekhon y Fehlings, 2001

2.6.2.Edema

Se fomaentrelos dos a cincaminutospost lesion, pudiendo estar presente haStdias
(Nolan, 1969. La formacién de edema es mas evidente en la materjagose corroboro
al usar una columna de gradiente de gravedad espediitdese observo un aumento de
aproximadamente el 1% en el edema y la inflamacion del volumen cerca del sitio de
impacto en la materia gris en comparacion con solo un aument%et2 la materia blanca
despuégle una hora de haberse producido una lesiéon med8larma, 2005Sharma y
Olsson, 199P Sin embarg@parentementen la sustancia blancasdonde la agmulacion
de liquido ocurreprimerg de acuerdo a lo observadoedianteRM, la presenciade
microhemorragialocales y la necrosis tisular ehsitio de la lesioncontribuyen bBaumento
delcontenido de agua en los tejidd®ng y Yang, 2016 Un mayor contenido de agua en el
tejido del segmentocontiguo no traumatizadogconsiguientementerepresenteael origen

verdadeo dd edemgReulen, 1978H

El edema vasogénico esdacuelade una mayofiltracion de los capilares quencierrarel
area lesionad&n la ME debido avariacionesen la expresion de los canales de agua

constituidos principalmente por las acuaporifagiaporin 4 (AQP4)esuna proteinanas
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abundante de los canales de agua en el §Mse expresa principalmente en los astrocitos
en el borde con la red capilar, la glia limitante y en el epéndima del cantgpal yparticipa
en la formacioén y eliminacion del edefttsuet al, 2015 Masterman y Ahmed, 202Tang

y Yang, 2016.

2.6.3.Inflamacién

La inflamacién es umventoclave de las respuestas de defensarmgnisma las agresiones

y trauma medulares fundamental para la eliminacién de restos celulares después de la
LTME. La expresion de mediadores inflamatorios que incl@ysistema deomplemento,
moléculas de adhesion, enzimas de ciclooxigenastoginas como interleucinh (IL-1)
aumenta enaccidentes craneoencef@licydela ME. En loscampa experimentay clinico,

se sugiee que varios de estos factores contriiydirectamente a la lesion neuronad.
inflamacién puede tener acciones beneficiosas y perjudiciales en el SNC, particularmente en

la reparacion y recuperacid@llan y Rothwell, 2003.

Los leucocitos yélulas demicrogliareclutados eila zonade lesion durante aflamacion,
pueden exacerbar el dafio inicial al secretar especies reactivas de oxigeno, métalegsote
de matriz y citocinas proinflamatoriaka inmunoglobulina G (IgG) ha sido utilizada
clinicamente para atenuar las actividades de los leucocitos y la mici@@idings y

Nguyen, 201D

2.7. Lesion medular experimental

Los modelos de rata son los mas utilizados para estudiar LTME debido a que son

relativamente econdmicos, de sencilla manipulacion, facil cuidado, se pueden estudiar varios
individuos al mismo tiempo, tienen una anatomia bien conocida y pocas infecciones

guirargicas(Nakaeet al, 2011)).
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Existen varios modelos experimales de lesibn medular en ratas (contusién o
hemicontusion, transeccibn o hemiseccion, compresion e isquemia con climpers,
desplazamiento de la ME, estenosis del canal lumbar, lesiones con microelectrodos de
tungsteno del tracto espinotalamico, efdlyskogius y Kozlova, 202INakaeet al, 201J).

La contusion espinal es el modelo de lesion medular méas utilizado y antiguo. Provoca una
disfuncion sensorial y/o motora en grados variablesjraqihigye dolor neuropatico, alodinia

tactil e hiperalgesia térmica. El modelo de contusion de la ME toracica es el modelo de
investigacion mas comun, por poseer mucha similitud con la mayoria de las lesiones en
humanos. El método para realizar este tipted®nes pertenece a la Universidad de Nueva
York, que se realiza con un impactador que posee un balin de 10 g, el cual se deja caer desde
una altura variable sobre la ME y meninges integras expuestas después de haber realizado

una laminectomitotal (All y Al -Nashash, 202 Nakaeet al, 201J).

2.8. Métodos de imagen
La tomografia computarizaddQ) y la resonancia magnética (RREttualmentese usan de
manera rutinaria en la investigacion de diagnostico de enfermedades de la columna vertebral

y ME (da Costa y Samii, 2016iarrison, 1993

Durante la dltima década, el nimero de publicaciones que utilizan imagenES en
estudios preclinicos vivoha aumentado exponencialmente. Una mayor resolucién espacial
y temporal son los avances técnicos ctayge han permitido a los investigadores capturar
imagenes anatomicas cada vez mas detalladagedeefiosanimales y monitorear la

progresion de la enferedadenbiomodels (Schambaclet al, 2010.

La TC es una modalidad valiopara la obtencidon de imageriesvivo, es rapida, de alta

resoluciontridimensiond econdmicgy no invasiva. Se emplea en la clinica para establecer
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un diagnéstico y una planificacion del tratamiento médico o quirdrgarabiénes muy Uutil
en la investigacion predica como micrel C. Aunque la TGes inherentemente efaa para
la imagenologia de pulmén y hueso, la imagen de tejido blando requiere el uso de agentes de

contrastgAshtonet al, 2015 Li et al, 2014.

Entre las desventajas de la midrG con respecto a la RM en ratas,encuentria existencia

de imagenes de bajo contraste entre tejidasdos y tejidos duros circundantes; otra
desventaja podria ser el uso de radiaciones continuas y muchas veces altas. Una de las
ventajas de la TC en la investigacion clinica y preclinica, constituye su versatilidad para
fusionarse con otros métodos de mid nuclear como por ejemplo com®PECT
(tomografia computarizada de emision monofotOnicET (Tomografia por emision de

positrones) danterés experimentéBaget al, 2010.

2.8.1. Mielografia

La mielografia se implementé como una téanile imagen para evaluar la integridad del
saco tecal, IaME y las raices nerviosas en diversas condiciones patolégicas. Antes del
desarrollo de la mielografia, el Unico medio definitivo para evastas estructuras era la
laminectomia y la inspeccidrisual directa Por lo tanto, la mielografia y el uso de nuevos
medios de contrastes positivos, representd un gran avance médico y lleva ya un siglo de
aplicacion clinica. Lanaturaleza invasiva de laielografia conlleva el riesgo de sangrado,
infeccién, fuga de LCR y dolor de cabeza, asi como una posible reaccién adversa al agente

de contraste o anestésico logRice y Otiz, 2017.
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2.8.2. Compuestos yodados

Debido a la falta de contraste inherente para las imagenes de tejidos blandos, la mayoria de
las tomografias computarizadas utilizan agentes de contraste de alto peso atomico, y dentro
de estos agentes, el yodeeéslemento mas utilizado. Los agentes de contraste de yodo estan
hechos de compuestos yodados aromaticos solubles en agua y estos compuestos
proporcionan un contraste efectivo debido a su alto numero atémico, que produce un fuerte
efecto fotoeléctrico. &s agentes de contraste de dlinico son generalmente seguros, pero

a veces producen reacciones adversas graves, como reacciones alérgicas y nefropatia
inducida por contraste, que afortunadamente en la actualidad son cada vez menos frecuentes
debido a la utilizacion de medios de gaste de baja toxicidad, alta eficacia y bajo costo

(Ashtonet al, 2015.

Muchos de los primeros agentes de contraste tenian toxicidades significativas. Se intento la
mielografia de gases, pero el contraste entre el gas y los tejidos blandogiestelef
Pantopaque, un medio yodado a basacgétese usé con éxito durante décadas, pero no fue
compatible con la exploracién pd®C porque era viscoso, insoluble y causaba un artefacto
rayado. El desarrollo de agentes solubles en agua permitié amilaudién uniforme en el
espacio subaracnoideo y una excelente representacion de la anatomia espinBCen la

posmielograficdPrice y Ortiz, 201Y.

El primer medio de cordste no iénico disponible comercialmehte la metrizamiday se
introdujo en la década de 1970. Posteriormente, una gama de compuestos no idnicos
triyodados solubles y estables han entrado en el mercado: iopamidol, iohexol, iopromuro,
loversol yiopenbl, y uno de los mas utilizados actualmente e®mleprol 400 lomeprol

esta disponible en concentraciones de hasta 400 mg de yodo por/ml)(rmge es mas alto
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gue las concentraciones de otros medios de contraste no ionicos triyodados disponibles
actualmentelomeprol 400 mg tiene una densidad relativa de 1.445, osmolalidad de 0.73
Osmol/Kg de agua a 3L, la combinacion de la osmolalidad méas bhfaviscosidad més

baja, la alta solubilidad y la ausencia de EDTA catoeste medio de contraste ena

posicion Unica y garantiza efectos secundarios min{@abHotti et al,, 19949.

Después de la administracion intrateehljomeprol se elimia por competo del LCR se
eliminarapidamente del plasma y se exagh cambios a través de los rifiones. Cuando se
administr6 por via intratecal, iomeprol no alter6 significativamente las funciones

conductuales ni las actividades fisiologicas del cerfladNoceet al, 1999.
2.8.3. Nanoparticulas

La farmacocinética y la versatilidad de los sistemas nanométramsstituyen
particularmente ventagpara abordar las necesidades versétiles de investigacion biomédica
(Chakrabortyet al, 2021 Li et al, 2019. Las nanoparticulase han usado con muchas
finalidades clinicas greclinicasentre ellas, la unién con farmacos que vayan desde la sangre
hasta eBNC, es decir que tengan la capacidadatravesdn barrera hematoenfédica (Gao

et al, 202]). Para micreTC de animales pequefios, se usan agentes de contraste de
nanoparticulas para evitar un aclaramiento renal rapido. Se han utilizealoplievariedad

de nanoparticulas para la obtencidbn de imagenes de-Wirg la mayoria de las
investgaciones se han centrado en el uso de nanoparticulas que contieneNpPQi@\kai

et al, 2021 Ashtan et al, 2015.

La utilizacion de un agente de contraste opaco de rayos X biocompatiivie lo son las

nanoparticulaggueden mostrda delineacion de los vasos sanguineos y los 6érganos internos
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e incluso la deteccion de metastasis tumorales tan pequefiasle8n@®0 Ess.agentes

de contraste para miciiC deben ser sistemas de nanoparticulas sigilosos, es decir, prevenir
su eliminacién renal rapida. Leomposicion quimica, las propiedadescoquimicas la
farmacocinética la bioconjugaciény la versatilidad de los sistemas nanomeétricos
proporcionan muchasentaps para abordar las necesidades versatiles de investigacion

biomédica(Li et al, 2019.

2.9. Protocolos de sustraccién digital

Existen varios protocolos de sustraccion digital, y en nuestros experimenitidszarondos
protocolos de sustraccidbn con medios de contraste positivo. El primer protocolo fue
sustraccion de energia doble (ED), que aprovecha las diferencias en el grado en que los
tejidos y los agentes de contraste atentan las radiografias de baja y alta(€astijlo et

al., 2016 Kuhlmanet al, 2006 Lewin et al, 2003 Li et al, 2009. El otro protocolo, fue
llamado sustraccién de energia Unica (BU3e basé en la sustraccidn de una imagen sin
medio de contraste de umrmagen con medio de contraste, ambas adquiridas al mismo
kilovoltaje; es decir, con el mismo espectro de energia de ray@eXimenet al, 2016

CruzBastidaet al, 2019.
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3. OBJETIVOS

3.1.0Objetivo general
Caracterizar el espacio subaracnoideo espiealiante mielografia obtenida con midr@
in vivo, en ratasintegras y con lesion medulartilizando medios de contraspesitivos

(compuestos yodados y nanoparticulas de oro)

3.2.0bjetivos especificos
- Disefiar y probar una técnica para obtener mielogramas de alta resojucion
comparandados medics yodads y nanoparticulas de oro gnergia dble versus

energia Uniceen ratasntegras

- Caracterizatos cambiosespaciales y temporaldgl espa® subaracnoideo espinal
y la médula espinalitilizandolos pardmetros que dieron mejor resultado en el disefio
de la técnica de imagen en mi€f€@ (medio yodado yesta digital denergia unica

en ratas cofesion traumatica de médula espiaal2D y 3D.
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4. HIPOTESIS
El usooptimizadode micro-TC permitra obtener mielografiade alta resolucioen ratas
proporcionando una herramienta (#ra identificar elespacio subaracnoideo espiyal
caracterizar losambios que ocurren en este espatéspués de una lesion traumatica de

meédula espinal.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Disefio experimental
El trabajo incluido en esta tesis consta de dos estudios consecutivos: 1) Desarrollo de técnica
mielogréfica con prueba en ratas integras; 2) caractenizdeioambios en el ESAE de ratas

con lesion medular, usando los parametros que dieron mejor resultado en el primer estudio.

Para la obtencién de la técnica mielografieausilizaron16 ratas LongEvans machain
lesion medularde 10 a 12 semanas de ededexperimento total consistié éanadquisicion,
reconstruccion y posprocesamiento de mielogramas mediast@rotocolos de resta de
imagenedligitales ED y EU. En ambosprotocolcs, seutilizaron tres agentes de contraste
positivode rayos X comerciales: lomeron® 400 (lomeron, Bracco UK Limited) y Fenestra®
VC (Fenestra, MediLumine Inc.qjue son compuestogodadosy AuroVistTM 15nm
(AuroVist, Nanoprobes)jue tiene como componente princip#O. Se asignaron al azar
tres aimales a cada grupo experimentain excepcion del grupo EBurovist (1) debido a

gue no se obtuvo imagen@siadro 1)

Cuadro 1. Grupos experimentales

Protocolos de resta digital

Medios de

contraste Energia Gnica  Energiadoble
Fenestra 3 3

lomeron 3 3

AuroVist 3 1

Nota.Numero de ratagor cada grupo experimental.
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En el segundo experimentealizado parastudiar las modificaciones del ESAE en ratas
lesionadasse utilizaron 3thembras Longevans de 10 a 12 semanas de edamhrnypeso
corporal de250 = 10 g. Los animales fueron asignados aleatoriamente a cada uno de los
siguientes grupos experimental&@upo 1lcontrol (esionsimuladan = 6);grupo 2LTME

aguda leve (1 dia desés de la lesiorl,2,5 mm de altura de barma,= 5);grupo 3LTME
subaguda leve (15 dias después de la ledi®m, mm de altura de barna,= 8); grupo 4

LTME agudasevergl dia después de la lesid®,5 mm de altura de barra= 6)y grupo

5 LTME suWbagudasevera(15 dias después de la lesiéf, mm de altura de barra,= 8).

Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado
Animal del Instituto Mexicano del Seguro Social (expediente nUme201&785-099). Se
siguieron todas las normas internacionales, nacionales y/o institucionales aplicables para el
cuidado y uso de animales de laboratorio. Se realizaron todos los procedimientos necesarios

para minimizar el sufrimiento y el nUmero de animales utilizados.

5.2.Preparacion de animales

5.2.1 Anestesia

Se utilizéuna mezcla de ketamina (80 'migy xilazina (8 m§ 3 por viaintramusculapara
realiza la laminectomia ycanulacién intratecakn los experimentogle ambos estudipy
lesibn medular para el segunelgperimentoSe utilizaron pruebas del reflejo corneal y de
retiro de la pata trasera ante estimulo doloroso paneerificar que la anestesia fuera

adecuada.

5.2.2 Lesion y cuidados
Para producir lATME se realizé una laminectomdi@ manera aséptiem T9utilizandoun

microscopio quirargicoLa LTME consistio en una contusién usando el dispositivo de caida
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de peso(Universidad de Nueva YorkNYU) dejandocaer una barra de 10 g sobre la
duramadre expuesta desde una altura de 12.5 B mm (para lesiones de intensidad leve
y severa, respectivament{@ustinet al, 2012 . Los animales degrupocontrol solo fueron
sometidos a cirugiamulada.La atencion posquirdrgioczonsistio emalojamiento en jaulas
individuales bajo temperatura y humedad controladasientacion cordieta comercial
estandaradministracion deigua a voluntgdmanejo de vejigaeurogénicgor expresion
manual dos veces al diinyeccion detramadol IM (5 mg kg! transquirdrgicy, y
posteriorment@cetaminaén oral (30 mg kgicada 12 h, durante 1 semana) para prevenir el
dolor y la automutilacibngomo profilactico para las infecciones, a@ministré una dosis

oral de 10 mg Kg'de enrofloxacina cada Zvwrasdurante7 dias

5.2.3.Canulacion

Se realiz6 una laminectomia en,ldego se perforé dsalmente Esaco dural con una aguja
27G. La penetracion en el ESAE se confirmd mediante la visualizacion de fuga de LCR.
Luego se introdujéa punta de un segmento Slenm deuna canula de longitud d® cmde
polietileno PE10 (IntramedicTM) a través de la abertura en el saco dural y se dirigio
rostralmenteel tubo se llend previamente con solucion salina para evitar que el aire ingresara
en el ESAE Finalmente, se aplicO cianoacrilaton la finalidad de sellael punto de

insercion del tubo y evitar fugae LCR

5.2.4.Administracion de agertes de contraste

Para la adquisicion de imageneagda uno ddos animaledesionados y no lesionadsge
colocaroren decubito lateral izquierdo y se anestesiaron por inhalacién de 2% de isoflurano
en 80% de oxigendzl extremo libre de laddnula se conectd a una jeringa de 1 cc y se

i nyectaron | entamente 120 eredbsmihetos)areetpiinter de c on i

35



experimento de obtencion de la técnmgelograficase utilizaronlos medios de contraste
lomeron, Fenestra y Aurovist, mientras que en el estudio de ratas lesionadéi&z&e u
solamente lomerorLa eutanasia se realizd utilizando una sobredasigemtobarbitapor

via intraperitonealinmediatamente desples de haber adquirido las imjgests
procedimiento también se realizon aquellasatas lesionadaantesde la toma de imagenes
cuando existieronomplicaciones potencialmenteortales como neumonia, urosepsis grave
y autofagia extensac@n evisceracion abdominal o exposicion muscular y hueso en las
extremidades posteriores), que afbatairreversiblemente la calidad de vigapodrian

interferir con laadquisicion de buenas ig@nes

5.3.Adquisicion y reconstruccion de imagenes

Las imagenes se adquirieram un sistema de imagenes de microPET/SPECT/CT de
animalesde laboratoriode Albira (Bruker). La caracteristicas de los componsrde la
unidad micreTC son lassiguientesun tubo de rayos X de micenfoque (Apogee 5500,
Oxford Instruments)con ajustes de voltaje de-d88kV y corrientes entre G:29 mA, y un
detector de panel plano (Hamamatsu C79422Rcon 2400x240pixeles de tamafio de 50

em, di s puoaggeometria deshaz conico.

En el protocolode resta digital coiD utilizado en el primer experimentse adquirieron

dosseries démagenes simultaneas despuésadadministracioémel medio de contraste, una

seriea baja energia @ 30 kV) y la otra alta energia (&, 45 kV), con una corriente de 0,8

mA 'y 600 proyeccionesn360 °.Para la adquisicion deAg se utilizé un filtro de molibdeno

de 25 em de espesor (5,8 g, 99, 9% de pureza;

rayos Xcon el propdso deaumentar la energia efectiva del haz.
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Enel protocolo BJ utilizado en ambos experimentsg, adquirieron doseries demagenes
consecutivas, una antes y otra inmediatamente después de la inyedcibeddede
contrastecon una energide 45 kV y 0.7 mAy 600 proyecciones en 36(8e procuré no
mover absolutamente la raga su camillagn el momento de la administracion del con&rast

y entre ambas adquisicione®n el objeto de garantizar que la resta digital no distorsione la

imagenanatémica.

La imagen fue reconstruida utilizandoa implementacion interna del algoritnmteractivo

SIRT 3Dfundamentad@n la caja de herramientas ASTRA de cédigo ab{gdan Aarleet

al., 2016 van Aarleet al, 2019, est procedimientdue ejecutad@n una CPU Intel Xeon

E3 y una GPU NVIDIA Quadro M2000. Los parametros de haz coénico de la calibracién
geomeétrica del sistema mielilcC se utilizaron para definir la geometria de reconstruccion
(Noo et al, 2000. Las imagenes se reconstruyeron en una matriz de 780 x 780 x 650 de
vox el con un t gelaefhpo dereconkttu€ciorepmmedie de 5 horas par

250interacciones

5.3.1.Posprocesamiento de imagenes
Las imageneg$ueron reconstruidagposteriormenteutilizando un software interno que se

ejecuta en GNU/Linux. Edrdende este procedimientoonsistié en los siguientes pasos:

1. Seleccion de la regidon de interés (ROI). Los marcadores se colocaron manualmente en la
imagen a intervalos cortos a lo largo del canal espinal, luego se unieron con lineas rectas y
se cubrieron con esferas de radigidem. El ROI obtenido de esta manera sigue la columna
vertebral suavemente y cubreeSAE Este procedimiento se realizé solo para la imagen de
referencia, utilizando el software de codigo abierto xgrid3d

(https://github.com/seirios/xgrid3d)
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2. Inscrip@on. El registro de imagenes se realizd con el software de codigo abierto NiftyReg
(https://sourceforge.net/projects/niftyreg) que implementa el algoritmo de Aladin para el
registro rigido/afifOurselinet al, 200Q. La imagen de referencia se eligio la que lleva mas
informacion sobre los medios de contrast& éa el protocolo B, y después de liayeccion

de contraste en el protocoldJEpara evitar la pérdida de informacion. La imagen flotante
(EB en el protocolo B, antes de la inyeccion de contraste en el protoddicsE registrd de
forma afin utilizando el ROl como mascara (ya que seloeesita que hayaoincidencia

dentro @&l aredy se interpd en laimagende referencia.

3. Resta ponderada. Para el protocod, Ee necesitun f act or de peso (
el iminaci-n adecuada del hueso dsecamo@®s de | a
valor promediodedx el ( ¢ ) d e n tamagerdde teferénGa y lganaagea flotante,

y se form- eAl esBEParda ebpnotoenlo® =2 ¢e=E 1 ya que ambas

adquieren con la misma configuracion.

La sustraccion de imageneasrgalizd como:

Resultado de la resta = Imagen de referenela * | ma g ecan véldres hegativioe ,

establecidos en 0.

4. Alineacion. Parda obtencion de imagenes longitudinales BSIAE adecuadasse
alinearon automaticamente ajustando gplamo a los marcadores definidos en el paso 1,
calculando la rotacion que hace de este plano el plano longitudinal de la imagen y aplicando

la transformacion con interpolacion lineal.
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5.3.2. Evaluacién de la imageny analisis estadistico para el primer exerimento
(obtencion de técnica mielografica).

La evaluacion cualitativa se baso en la facilidad para visualizar eEESAtrastado, en
términos de definicion espacial subjetiva (desenfoque/nitidez) y perfil de intensidad

(fuerza/debilidad de contraste).

El rendimiento cuantitativo de los grupos experimentales se evalué mediante la relacion

contrasteruido, definida como
CNR = -¢|Be@H G 0BG

d o n dcenstiuyee | valor promedio y 0 |l a desviaci
estudio, se seleccion6 unreotransversal del resultado de la resta en funcion de los criterios
cualitativos y se calcul6 el CNR. En cada seccion, la regién de primer plano (FG) se tomo
como un anillo 2D seleccionado a mano que cubre el medio de contraste y la region de fondo
(BG) como la disyuncion exclusiva de FG y la mascara definida por el ROI. De esta manera,
FG cubre los ESAE contrastados y BG los tejidos circundantes, todo dentro del ROI
(Mahesh, 2018 También se obtuvieron imagenes3ih utilizando las imagenes resultantes

de la resta digitaltiizando el software ParaViepAhrenset al, 2009

Los datos cuantitativos se analizaron BANDVA de una viay luegola prueba de Tukey. El
analisis se realizo utilizando R v3.%.1as diferencias se consideraron significativas daan

p <0.05.
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5.3.3. Evaluacion de la imagen y andlisis estadistico para el segundo experimento
(estudio delespacio subaracnoideo espin&n ratas lesionadas)

Para la evaluacion cualitativa, la observacién de imagenes 2D y 3D en cada segmento
vertebral perntié la determinacién de la distribucion espacial del medio de contraste en el
ESAE. Las imagenes longitudinales sirvieron para definir la extension -caanieal del

medio de contraste. Para establelzedistribucion transversal, las imagenes de cada
segnento vertebral se dividieron en cuatro areas: dorsal, lateral izquierda, lateral derecha y
ventral figura8), y se obtuvo un diagrama para cada anynedda grupdfiguras 18, 19,

20, 21,y 22). Esta informacion se usé para inferir las \pesferenciales para el flujo del

medio de contraste en cada grupo

Figura 8. Imagenes transversales representativassfgcio subaracnoideo espinal

Nota Seobervala distribucion circunferencial del medio de contragteedio de contraste
en el area dorsal; Imedio de contrasten las regiones dorsal, ventral y lateral izquierda; c)
medio de contrasten regiones dorsales y bilaterales;mgdio de contrasten todas las

regiones, formando un anillo completo. Para cada panel, la izquierda muestra la mielografia
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y el esqueleto, mantras que la derecha muestra solmedlio de contrastdespués de la resta

digital.

Segun la extension caudoaneal del medio de contraste, la permeabilidad del ESAE se
clasificd cualitativamente como: bloqueada, cuando la columna del medio de eosérast
detuvo en el sitio de la lesidén o antes<{lI®; o permeable, cuando el contraste se extendio

por delante de T8 en direccion cefalica.

Para evaluarcuditativamentela permeabilidaddel ESAE se analizaron los valores de
intensidad en escala deises de diferentes segmentos de la ME de todas las ratas (es decir
los valores de pixeles), y esta escala o valores se relacionan con el grado de atenuacion de
los rayos X por los tejidos y la cantidad del medio de contraste presente en un segmento
meduhr. El valor de intensidad integi@de la imagen, definido como la suma de todos los
valores de pixeles en un corte de la imagen sustraida, mayor que un valor de corte empirico
de 0.015 (para evitar la inclusién de posibles artefactos generados pocedipr@nto de

resta), se utilizd6 para obtener una funcidon que permite la cuantificacion del medio de
contraste a lo largo dBISAEde cada animal y comparaciones entre grupos. Las mediciones
del valor de intensidad integrado se evaluarofir@gionesde 10 mm de longitud cada una,

dos cranealed &ugar de la lesion (SI; 3 mm de longitudR2 R R1, y dos regiones caudales

al lugar de lesion: Cg¢ C2 (figura9).
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Figura 9. Regionesnedularesle estudio cualitativo
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Nota Se observalas medidas de las regiones estudiadas y el valor representativo de

intensidad integrada para cada éegi

Para el analisis cualitativo de la permeabilidad del ESAEadiezouna tabla de contingencia
basada en el paso del medio de contraste (bloquepadaneable) utilizando la frecuencia

de cada clase por grupo y se aplicé una prueba eriatiada

Para realizar un analisis cuantitatidel medio de contraste a lo largo del ESgeeefectud

la prueba de Kruskalvallis y la prueba de Dunn, comparandb&ea bajo la curva de
intensidad integrada (un indicador de la cantidad total de medio de contraste) para cada
region. El analisiestadisticase realizé utilizando Prism v6.0h para MacOS X (GraphPad

Software, Inc.). Las diferencias se consideraron signivas cuando p <0.05
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6. RESULTADOS

6.1.Desarrollo de técnica mielografica

El primerexperimento tuvo como objetiva obtencion dena técnica mielografica en ratas
in vivo, para la cual e probaron dos técnicas de sustraccion di¢itBl y EU) combinando
cada una de ellas céres medios de contragi@meron, Fenestra y Aurovisty determinar
cual combinacidriue la mas apropiada para visualizar principalmente el EQanbrane

Rodriguezt al, 2019.

Se oltuvierondiferencias visuales notables de acuerdo con el protocolo de adquisicion de
imagenes y el medio de contraste emplesaitto en 2D como en 3[3eobservda eficacia

de ambos métodos de sustraccion digital para visualizar el EE8*dibargogl método de

EU tuvo ventajas con respectoraétodode ED, tanto en los cortes longitudinales, como en
cortes transversaleBn las imagene®ngitudinalesprevias sin resta dital se observan las
vértebras con una muy buena definicfigura 10a, b, d, €)sin embargo, se puede vara
superposicion de hueso y medio de contrdgjeré 10b, d, €). Después de la sustraccion
digital, las imagenes délueso y el tejido blando se eliminan por complegnkamente se

observa la imagenetl ESAE {igura 10c, f).
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Figura 10. Imagenes de cortes longitudinales de mielagg en micrelfC en 2D con

lomeron® 400

Nota Columna izquierda: imagenes adquiridas con el protocolo EU. Adquisiciones antes de

(a) ydespués (b) administracién de contraste, y el resultado de la résda(ch. Columna

derecha: imagenes adquiridas con el protocolo ED, con energia baja (d) y alta (e), y el
resultado de la resta ponderadd: ed ( f ) . Los val orretedasdas gr i s

imagenes para mostrar el contraste en una escala comun

En todas las ratas de los diferentes grupos,osncortes transversales se obéela
disposicion diferente del medio de contrasteel ESAEoriginado principalmentgor el
asentamientgravitacional De acuerdo con enalisis cualitativdas mejores imagenes se

encontraronen BJ/lomeron {igura 11f), seqguido de B/AuroVist (figura 11d). Por el
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contrario,el menorcontrastevisual se obse/con fenestra tanto conUEcomo con B
(figura 11b, e). Es necesario indicar que en el protocold/Aurovist (figura 11a), en el
resultado de laustraccion digitaho se visualiza nad&os perfiles del ESAEe observaron
discontinuosen la mayoria de lastas y esb se dele posiblemente a la presencia de vasos

sanguineos y raices nerviosas que origmdefectos de llenado del medio de contraste.

Figura 11. Imagenes transversales depacio subaracnoideo espieal2D después de haber
realizado la resta digital de un segmento en la regién toracica media con los dos métodos de

resta digital y los tres medios de contraste

Nota (a) ED/AuroVist, (b) ED/Fenestra®, (ckED/lomeron® (d) EU/AuroVist, (e)
EU/Fenestra®, (NEU/lomeron® Las imégenes en la fila superior se adquirieron con el
protocolo B y las imagenes en la fila inferior con el protocolo EU. El medio de contraste
empleado fue AuroVistTM 15 nm (a, d), Fenestra® VC (b, e) e lomeron® 400 (c, f). Los
valores de gris se noriimaron en todas las imagenes para mostrar el contraste en una escala

comun.
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Se obtuvieron excelentes imagenes3éndel ESAE y en esas se observian las huellas
originadas polos vasos sanguineos, las raices nerviosas y los discos intervertdignalas (

12).

Figura 12. Representacion tridimensional dedpacio subaracnoideo espimapartir del

resultado de la sustraccién de una adquisicion con el protenelgia Unica& lomeron®

400.

Nota Se observan las huellas de vasos sanguineos del surco posterior (flechas negras), raices
nerviosas (flechas rojas) y discos intervertebrales (asteriscos), asi como la canula utilizada
para la inyeccion del medio contraste (punta de flecha). Se muestran vista dorsal (a), lateral
derecho (b), lateral izquierdo (c) y ventral (d). Imagenes gereraolael programa

ParaView a partir de lamagenesesultante de la resta digital
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En elandlisis cuantitativofigura 13) se observaue los mejores resultados se obtuvieron
con el protocoloUE/lomeron (valor mediano de 13.2 (1213.4) (ler y 3er cual)),
mientras que los resultados ndeficientesse obtuvieron coleD/Fenestray EU/Fenestra
(valores medianos de 2.48 (1i8749) y 3.15 (2.784.03), respectivamente).ok grupos
ED/lomeron y BJ/AuroVist mostraron un desempefio intermedio (valaredianos de 6.08
(5.66'9.68) y 3.42 (3.006.59), respectivamente). Se encontraron diferencias significativas

entre SHomeron y BJ/Fenestra y B/Fenestra (p <0.05).

Figura 13. Resultados del analisis cuantitativo de la relagénrasteruido mediante

diagrama de caja y bigotes.

154 * %*

=

CNR

Nota Las cajas se extienden desde el 1er hasta el 3er cuartil; las lineas gruesas dentro de las
cajas representan la mediana; los bigotes van de los valores mas pequefos a los mas grandes
en cada grupo y no hay valores atipicos. El andlisis estadistico coaaisth ANOVA de

una viay la prueba de Tukey. El nivel de significancia es (*) p <0.05
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6.2.Estudio de alteraciones delspacio subaracnoideo espinan ratas lesionadas

Después de haber obtenido una técnica mielografica adecuada, y con el releutjseita

mejor modalidad fue la de resta digital con una energia y el medio de contraste lomeron, se
procedio luego a aplicarla en un experimento en ratas con diferentessempensidads

deLTME (ZambraneRodriguezt al, 202J).

6.2.1.Permeabilidad delespacio subaracnoideo espinal

Uno de los pardmetros mé&videntesque se pdieron observar tanto en imagenes
longitudinales2D comoen 3D fue el estado de la permeabilidad catmianeal deESAE

para contrastay visualizarel flujo del mediode contrasteSe observo el paso de lomeron

hacia craneal en todas las ratas del gdupoontrol,en todas las ratakel grupa2 con LTME

aguda leve, en todas las ratas del grupo 3 con LTME subaguda leve, y en algunas ratas de los

grupos 4 (LTME aguda severa) y 5 (LTME subagsehgera)figura 14).
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Figura 14. Imagenes longitudinales representativas del espacio subaracnoideo espinal

permeable al flujo de medio de contraste de una rata con lesion subaguda severa.

Nota a) Corte sagitaPD de una mielografia que muestra vértebras y medio de contraste; b)
corte sagitaPD que muestra solo medio de contraste después de la sustradeidgmatgen

digital; c) reconstruccion 3D. La fleclradicala canula intratecal

En algunas ratas de Igsupos 4 y 5 se observédasencialel medio de contraste por delante

del sitio delesion(figura 15).
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Figura 15. Imagenes longitudinales representativas de una rata con lesién subaguda severa.

Nota Seobserva la representacion @spacio subarabnoideo espinal bloqueado al flujo del
medio de contraste hacia cranea),Corte sagital 2D de una mielografia que muestra
vértebras y medio de contraste;doyte sagital2D, que muestra solo medio dentraste
después de la sustraccion de imagen digital; ¢) reconstruccion 3D. El asterisco (*) indica el

sitio de LTME. Las flechas indican la canula intratecal

El andlisis cualitativo del paso caudmneal deimedio de contrasteveld que ninguno de
los animales en el grupo de control y en ambos grupos TdEL leve, mostaron

impedimento para el paso del medio de contitaatea cranealel sitio de la lesion o lesion

50



simulada (T8T9). En ambiq las ratas con LTME severa exhibieron oclusion de la luz de
ESAE en el sitio de la lesion en las etapas aguda y subaguda (1 dia y 15 dias después de la

lesidn), para el 50% y 63% de lsgjetosestudiados, respectivamentigra 16).

Figura 16. Efectos de la gravedad y el tiempo transcurrido después de la lesién en la

permeabilidad del espacio subaracnoideo espinal.

Control (n=6) | E ElerrT(ezble
OCKe!
Mild d 1 (n=5) ]
Q .
g Midd15(n=g) |
) |

Severe d 1 (n=6)

Severe d 15 (n=8)

I T T T T

0 25 50 75 100
Percentage of subjects

Nota Semuestra el nimero de sujetos por grupo y el porcentaje de permeabilidad (a) y
bloqueo (b). Grupos de ratas: lesiones simuladastrol), 1 dia y 15 dias después de una
LTME leve (aguda y subaguda) y 1 dia y 15 dias después deTiuia severa(aguda y

subaguda)

El andlisis cuantitativo revela que los cambios primordiales en la distribucién del medio de
contraste a lo largo dBISAE estan presentes en la fase aguda de las lesenesasy que
precisamente en el area de la lesion es donde este fendsneds evidente. En el caso de
lesiones leves agudas, también aparecen algunos cambios, aunque de menor magnitud. En
particular, existe una tendencia a la normalizacion de la distribdeidmedio de contraste

a los 15 dias después de la legamto levecomoseverade una manera similar con el grupo

control(figural17).
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Figura 17. Efectos de la intensidad y el tiempo transcurrido después de la lesién en la

distribucion del medio de contraste a lo largoadgdacio subaracnoideo
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Nota El primer panel (A) muestra un esquema de la ubicacion y extension a lo largo del eje
de las regiones analizadas: R2, regitas cranedll0 mm de longitud); R1, region craneal

proxima al gio de la lesion (10 mm de longitud); LS, sitio de la lesién (3 mm de longitud);
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C1, region caudal al lado del sitio de la lesién (10 mm de longitud); C2, region mas caudal
(10 mm de longitud). En todos los demas paneles, las graficas metstagor de

intensidad integrado de la imagen en cada region de intergslatos se expresan como
graficos de caja y bigotes (n de 5 a 8). Las cajas se extiendeercemtil25al 75, la linea
dentro de la caja es la mediana; los bigotes van desde los valonesquéBos los mas
grandes en ese grupo. Cada punto de datos se muestra como un pequefdld{tcalo.

area bajo la curva de intensidad integrada; d = dia después de laAesisis estadistico:
prueba de KruskalVallis y prueba de Dunn. El asteris€9) indicadiferencias

significativas (p <0.05) entre los grupos

6.2.2.Rutas preferenciales pareel flujo del medio de contraste

El analisis cualitativo de la distribucion espasiaital del medio de contrasteuestrague,

en la etapa subaguda, independientemente de la gravedatMig| bxiste una alteracién

en las vias para el flujo del medio de contraste mas alla del sitio de la(fiegiéas 18,19,

20, 21 y 22). En ratas de los grupos subagudos que muestran el paso del medio de contraste
mascranealdel sitio de la lesion, la via preferencial cambigdidas regiones dorsales a
lateralesy ventralesen ratas 6/8 (75%) y 2/3 (67%) con leves YME severa

respetivamente figura 23).
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Figura 18 Diagrama de la distribucidon transversal del medio de contraste en el espacio

subaracnoideo espinal en ratas del grupo control

A - CONTROL group

SPINAL LEVEL
T1 [T2]T3 T4 | TS | T6 | T7 [ T8 [ T9 [T10(T11|T12|T13| L1 | L2

|

RAT ID | SPINAL AREA

DORSAL

R6  [LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

R9  [LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL
LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R22

DORSAL
VENTRAL
R27  |LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

R35 |LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R38

Nota Se observa el paso del medio de constitestéa craneal de T9 de manera uniforme
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Figura 19. Diagrama de la distribucion transversal oheldio de contrasten elespacio

subaracnoideo espinah ratas coiesion traumatica de méedula espiaguda leve.

Nota. Se observa ghaso del medio de contrastacia craneal del sitio de lesion.
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