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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 lesion traumética de la medula espinal (LTME) puede tener consecuencias motoras,
sensitivas y vegetativas, en muchas ocasiones graves e irreversibles. El espacio
subaracnoideo espinal (ESAE) es de vital importancia para el funcionamiento neurolégico y
la posible recuperacion después de una LTME. Se conocen varias alteraciones de este espacio
después de una LTME, pero existen pocos estudios de imagenes de alta resolucion, como son
los mielogramas en microtomografia computarizada (micro-TC). Los objetivos fueron
explorar la viabilidad de obtener mielogramas utilizando micro-TC de alta resolucion
mediante sustraccion digital de energia doble (ED) y energia Unica (EU) en ratas intactas y
posteriormente evaluar los cambios en el ESAE de ratas sometidas a LTME. Se
implementaron protocolos de obtencion de imagenes mielograficas con ED y EU utilizando
micro-TC en ratas adultas vivas Long-Evans (16 animales). Para cada protocolo se ensayaron
agentes de contraste positivo a compuestos yodados (lomeron® 400 y Fenestra® VC) y
nanoparticulas de oro (NPO, AuroVistTM 15 nm). Para ED, las imagenes en baja y alta
energia se adquirieron después de la inyeccion de contraste; para EU, una imagen se adquirio
antes y la otra después de la inyeccion del medio de contraste. EI posprocesamiento consistio
en la seleccion de la region de interés, el registro de imagenes, la resta ponderada y la
alineacion longitudinal. En lo que respecta al estudio del ESAE en ratas lesionadas (33
asignadas al azar en cinco grupos experimentales), primeramente los animales fueron

sometidos a una contusion de la médula espinal (ME) leve o severa en T9. Se llevaron a cabo



estudios de imagenes de las variaciones de ESAE en ratas lesionadas en las etapas aguda (dia
1) y subaguda (dia 15) despues de la lesion, asi como en ratas de control, utilizando
mielografia de micro-TC de alta resolucion con un protocolo de sustraccion digital de EU y
medio de contraste lomeron® 400. Después de los analisis cualitativos y cuantitativos
(relacion contraste-ruido [CNRY]), se encontré que el protocolo de adquisicion EU con
lomeron® 400 proporciona las mejores imagenes. Las representaciones de contornos 3D
permitieron la visualizacion del ESAE e identificacion de algunas estructuras anatomicas
dentro de éste. Los analisis cualitativos y cuantitativos mostraron que la LTME induce
cambios en el ESAE que varian en funcion de la gravedad de la lesion y el tiempo
transcurrido después de la lesion. El bloqueo del ESAE fue la principal alteracion detectada.
Ademas, el método utilizado aqui permitié observar detalles finos, como por ejemplo las
variaciones en las vias preferenciales para el flujo del medio de contraste, visualizacién de la
raiz nerviosa y salida de medio de contraste debido al desgarro del saco dural. Estos estudios
in vivo muestran el potencial de la mielografia con contraste con EU para obtener imagenes
del ESAE en ratas. Se obtuvieron imagenes del ESAE en 2D y 3D de alta resolucion sin
interferencia de estructuras anatémicas adyacentes. La mielografia en micro-TC proporciona
imagenes de alta resolucion de cambios en el ESAE después de LTME en ratas y es una
herramienta Gtil e innovadora para estudios experimentales adicionales que involucran

lesiones medulares en rata in 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 space (SSAS) is of vital importance
for neurological function and recovery after an SCI. Although that SCI can alter SSAS is
established, few high-resolution imaging studies are available, such as myelograms, in
computed microtomography. The objectives were to explore the feasibility of 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 changes in the SSAS
of rats that had experienced SCI. DE and SE myelographic imaging protocols using
microtomography were implemented in live adult Long-Evans rats (1 animals). Positive
contrast agents to iodinated compounds (lomeron® 400 and Fenestra® VC) and gold
nanoparticles (AuNPs, AuroVistTM 15 nm) were tested for each protocol. 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. Post-processing comprised
selecting the region of interest, image registration, weighted subtraction, and longitudinal
alignment. Regarding the SSAS study in injured rats (33 randomized into five experimental
groups), the animals were first exposed to a mild or severe spinal cord contusion at TO.
Imaging studies of SSAAS variations were conducted in injured rats in the acute (day 1) and
subacute (day 15) stages after injury, as well as in control rats, using high-resolution

microtomography myelography with an SE digital subtraction protocol and lomeron® 400



contrast medium. After qualitative and quantitative analyzes (contrast-noise ratio), the EU
acquisition protocol with lomeron® 400 provided the best images. The 3D contour
representations allowed the visualization of the SSAS and identification of some anatomical
structures within it. Qualitative 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 myelography with SE contrast to
image SSAS in rats. High resolution 2D and 3D SSAS images were obtained without
interference from adjacent anatomical structures. Microtomography myelography provides
high-resolution images of SSAS changes after SCI in rats and is a useful and innovative tool

for further experimental studies involving rat spinal cord injuries in vivo.
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1. INTRODUCCION
La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) puede originar dafios devastadores,
permanentes e irreversibles, que provocan dafios sensitivos, motores y autbnomos, desde el
sitio de la lesidon hacia caudal. Constituye uno de los eventos méedicos méas graves en el

hombre y en animales, especialmente cuando ocurre en individuos sanos y jovenes.

La LTME tiene una alta tasa de prevalencia en el segmento de jovenes dentro de la poblacién
humana, aungue los casos en personas mayores han aumentado progresivamente (Algahtany
et al., 2021); esta patologia ocasiona muchas cargas fisicas, emocionales y econémicas para
el individuo, la familia y la sociedad; considerando que este evento ocurre en la etapa del
individuo laboralmente mas productiva. Existen aproximadamente 10,000 nuevos casos de
paralisis aguda como consecuencia de LTME por afio en los Estados Unidos y los costos del
gobierno utilizados en los cuidados, tratamientos, terapias de rehabilitacion, asistencia
psicoldgica, se estiman en 10 mil millones de dolares por afio aproximadamente (Carlson y

Gorden, 2002; Eli et al., 2021).

La fisiopatologia de la LTME es altamente compleja y aunque el estudio de sus
caracteristicas y particularidades ha progresado recientemente, se desconocen algunos de los
eventos desencadenados en el mismo, asi como detalles de su cronologia y fenémenos
extramedulares, entre otros. Es muy importante el estudio y descubrimiento de nuevos
eventos relacionados a esta lesion, para poder desarrollar, mejorar y monitorear terapias
potenciales que prevengan dafios subsecuentes, que conlleven a mejorar el prondstico

neuroldgico.

El diagndstico adecuado por medio de técnicas de imagen como mielografias y tomografia

axial computarizada con medios de contraste positivo es importante para evaluar la LTME,



establecer el sitio de la lesion, ademas de su gravedad y extension. El estudio de nuevos
eventos con estas herramientas diagndsticas permitira proponer terapias adecuadas y conocer
un pronostico més acertado. La tomografia axial computarizada ha sido descrita y utilizada
en perros y gatos, pero no en 3D, ni tampoco con una alta resolucion, como ocurre con la

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

La rata representa un modelo bioldgico idoneo para estudiar enfermedades, traumatismos y
la terapéutica de la columna vertebral de humanos y de animales, y es una especie
ampliamente utilizada en estudios sobre fisiopatologia y terapéutica (Kjell y Olson, 2016;
Meyer et al., 2021). En este biomodelo se pueden reproducir diversos tipos 0 modalidades
de lesiones e introducir variables, a diferencia de otras especies como perros, gatos, primates
no humanos y cerdos que son especies mas afectivas, su alojamiento es mas costoso, y
también poseen consideraciones éticas estrictas (Matsuura et al., 2021). Cuando se dispone
de instrumentos, equipos e instalaciones necesarios para producir LTME, se cuenta con
conocimientos de neuroanatomia para efectuar microcirugias y con facilidades logisticas para
vaciar manualmente la vejiga e intestinos dos veces al dia, la especie murina es la mas

adecuada (Lee y Lee, 2013).

La regeneracion de la ME lesionada es una de las tareas médicas mas dificiles que enfrenta
la neurociencia. Hasta hace poco tiempo este objetivo se consideraba una tarea imposible,
sin embargo, muchas investigaciones realizadas en las ultimas dos décadas han
proporcionado una mejor vision y comprension de los fundamentos y mecanismos de la
lesion medular, inclusive hasta nivel molecular, por todo ello se cree que la

neuroregeneracion es una posibilidad alcanzable. Es muy probable que los tratamientos



futuros manejen un enfoque multimodal, aprovechando nuevos conocimientos de la

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

Existen dos mecanismos de lesion de la ME: Lesion primaria y lesion secundaria. Los
mecanismos de lesion primaria se desarrollan inmediatamente al producirse la lesion, es
imposible prevenirla y no tiene ventana terapéutica. Los mecanismos de lesion secundaria
ocurren después, y van desarrollandose de manera sucesiva en reacciones de cascada (Yao et
al., 2021). Se han identificado al menos 26 mecanismos fisiopatoldgicos de lesion
secundaria, establecidos dentro del parénquima medular, y probablemente existan mas
mecanismos aun no identificados. Es importante la compresion y conocimiento de los
mecanismos que la originan y sus complejidades para establecer alguna estrategia terapéutica

en la basqueda persistente de la cura de la lesién medular.

La mayoria de estos mecanismos patoldgicos han sido estudiados ampliamente dentro del
parénquima medular, por ejemplo: la determinacion de la proporcion de apoptosis, la necrosis
de tejidos, la determinacion de mieloperoxidasa como indicador de la actividad de
neutrofilos, la medicion de la concentracién de malondialdehido como biomarcador de
peroxidacion lipidica, la medicion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la medicion
de mediadores inflamatorios como iNOS para determinar el rol de 6xido nitrico (Paterniti et
al., 2009), la formacion de cavitacion, la presencia de hemorragias, la inflamacion y la
formacion de edema después de una LTME, (Reyes-Alva et al., 2014; Zhang et al., 1997);

sin embargo, no existen suficientes estudios extramedulares.

El espacio subaracnoideo espinal (ESAE) se encuentra entre las meninges aracnoides y
piamadre, es relevante para el desarrollo, funcién y reparaciéon de la ME y raices nerviosas

espinales, contiene vasos sanguineos y estd ocupado por el liquido cefalorraquideo (LCR)



(Brodbelt y Stoodley, 2007; Yoshizawa, 2002; Zappaterra y Lehtinen, 2012). Los
traumatismos, tumores o infecciones en la columna vertebral pueden afectar la estructura y
la funcion del ESAE, pudiendo resultar en una disminucion del flujo del LCR, esto ocurre en
varias patologias como podria ser en la aracnoiditis, la siringomielia o radiculopatias, entre
otras (Brodbelt et al., 2003; Grossman y Krabak, 1999; MaxMauer et al., 2011; Reyes-Alva
et al., 2013). Estas alteraciones de ESAE pueden también interferir con los mecanismos de
autoreparacion (Bothwell et al., 2021) o con la llegada de agentes terapéuticos administrados

por via intratecal (Mason et al., 1998).

Se han realizado algunas investigaciones sobre alteraciones en espacios extramedulares
después de LTME, en donde se reporto la obstruccion del ESAE y variaciones de la presion,
(Kwon et al., 2009). Se ha estudiado la permeabilidad del ESAE mediante la realizacion un
método de evaluacion de la permeabilidad basado en la recuperacion y cuantificacion de
particulas superparamagnéticas, mielografias y estudios histopatoldgicos. Estas alteraciones
podrian considerarse como un nuevo mecanismo secundario de lesion secundaria (Franco-

Bourland et al., 2013; Franco-Bourland et al., 2015; Reyes-Alva et al., 2014) ,

Reyes-Alva et al. (2013) encontraron que la contusion medular se asociaba con alteraciones
extramedulares que pueden afectar, obstaculizar y/o suprimir la circulacion del LCR durante
las fases tempranas de la lesion. Estas observaciones fueron obtenidas principalmente de
estudios histopatoldgicos y las variaciones cualitativas del ESAE fueron apreciadas sin LCR
en ratas ex vivo. Entre las alteraciones mas notables después de una LTME se encuentra el
blogueo temprano del ESAE y una forma de fibrosis tardia conocida como aracnoiditis
postraumatica. Sin embargo, para identificar, caracterizar y monitorear de una manera mas

amplia las condiciones patoldgicas que involucran al ESAE en ratas, se necesitaban técnicas



de imagen avanzadas, de manera gque en nuestra investigacion fue posible observar algunos
eventos patologicos in vivo utilizando imagenes adquiridas con micro-TC en ratas lesionadas.
Se necesitan mas estudios avanzados de imagen del ESAE, adicionales a los estudios
histopatoldgicos 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 secundaria y los

intentos de reparacién enddgenos.

Antes de la presente investigacion, no existian métodos para obtener mielogramas de alta
resolucion en roedores. La mielografia convencional estaba basada en técnicas radiograficas
bidimensionales, se limitaba principalmente a la identificacion de procesos obstructivos y no
proporcionaba informacion espacial detallada sobre la anatomia fina del ESAE. A pesar de
que se han utilizado métodos de imagen mas sofisticados, como la resonancia magnética, y
la imagen de radionuclidos para la imagen clinica del ESAE, ninguno de estos métodos habia

sido reportado para la evaluacién ESAE en roedores en estudios preclinicos.

Por otra parte, en los mielogramas de micro-TC convencionales, las densidades radiograficas
de las estructuras 0seas (vértebras, costillas y esternén) y del medio de contraste radiogréafico
positivo inyectado al ESAE, son muy similares y pueden superponerse, dificultando la
evaluacion adecuada del ESAE de ratas sanas o lesionadas. En nuestra investigacion fue
necesario disefiar un protocolo de sustraccion digital micro-TC con medio de contraste, que
permitio eliminar la superposicion de ambas densidades, dando como resultado imagenes
selectivas del ESAE contrastado. Se utilizaron dos protocolos de sustraccion 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 energia (Castillo et al., 2016; Kuhlman et al., 2006; Lewin et al.,



2003; Li et al., 2008). El otro protocolo, fue llamado sustraccion de energia tUnica (EU), se
baso en la sustraccion de una imagen sin medio de contraste de una imagen con medio de
contraste, ambas adquiridas al mismo kilovoltaje; es decir, con el mismo espectro de energia

de rayos X (Berumen et al., 2016; Cruz-Bastida et al., 2012).

En el presente trabajo se analizaron las alteraciones del ESAE y de la ME mediante
mielografia utilizando micro-TC in vivo en ratas sanas y con LTME, utilizando medios de
contrastes no conjugados (compuestos yodados y nanoparticulas de oro [NPO]). Una de las
novedades del presente estudio radica en el uso de protocolos de sustraccion de imagenes
digitales para obtener imagenes en 2D y 3D selectivas de alta resolucion de ESAE en ratas
intactas y lesionadas. Los resultados obtenidos permitirdn una mejor comprension sobre las
alteraciones en los espacios extramedulares y en los mecanismos fisiopatologicos de la

LTME, asi como para planificar futuras terapias.



2. MARCO TEORICO

2.1. Médula espinal

Ocupa dos tercios superiores dentro del canal vertebral en el hombre. El limite superior de la
ME es el bulbo raquideo y el limite inferior se Ilama cono medular, que termina a nivel de la
vértebra lumbar 1 0 2 (L1 o L2). El filum terminal empieza desde la punta del cono y consiste
en piamadre, fibras gliales y muchas veces contiene una vena. La ME posee dos
ensanchamientos o intumescencias: la cervical (C6 a T2) de donde se originan los nervios

del miembro toracico, y la lumbosacra (L4 a S3) de donde se originan los nervios del

miembro pélvico (figura 1) (Waxman, 2011).

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

.....

Nota. Esquema donde se observan las intumescencias cervical y lumbosacra (Waxman,

2011).



2.1.1. Segmentos medulares

La ME esta dividida en 30 segmentos medulares y no existen limites definidos entre ellos: 8
segmentos cervicales (C), 12 segmentos toracicos (T), 5 segmentos lumbares (L), 5
segmentos sacros (S) y unos pocos segmentos pequeqios coccigeos (Co), que corresponden a
las uniones de grupos de raices nerviosas. La ME es mas corta que la columna vertebral, por
esta razon cada segmento medular a niveles inferiores se localiza por encima del cuerpo

vertebral con un nimero similar (Waxman, 2011).

2.1.2. Divisiones longitudinales

Un corte transversal de la ME muestra una profunda cisura mediana anterior y un surco
mediano o posterior superficial, que dividen a la médula en mitades derecha e izquierda
simétricas, unidas en la porcion media central. La cisura mediana anterior contiene un pliegue
de piamadre y vasos sanguineos, y su piso es la comisura blanca anterior ventral. Las raices
nerviosas dorsales estan unidas a la ME siguiendo la hendidura vertical superficial, el surco
posterolateral, el cual descansa a poca distancia anterior al surco mediano posterior. Las

raices nerviosas ventrales salen por el surco anterolateral (Watson y Kayalioglu, 2008).

2.2. Meninges espinales

La ME esta cubierta por 3 membranas de tejido conectivo llamadas meninges, la capa externa
se denomina duramadre, la intermedia aracnoides y la interna piamadre (figura 2). La
duramadre y la aracnoides son consideradas en ocasiones como una Unica membrana, la
leptomeninge (saco dural o tecal). También se ha descrito una capa leptomeningea fenestrada

intermedia que se une a la cara interna de la aracnoides (Kayalioglu, 2009b; Nicholas y



Weller, 1988; Reina et al., 2010). Estas membranas, y el LCR que se ubica en el ESAE,

protegen y nutren la ME y las raices nerviosas espinales.

Figura 2. Vista anterior y corte transversal de médula espinal.
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Nota. Visualizacion de meninges y espacios entre meninges.

2.2.1. Duramadre
La duramadre es una membrana que envuelve la ME, se une a la duramadre craneal en el

foramen magno, y forma caudalmente el ligamento coccigeo que se fusiona a las vértebras



coccigeas. Lateralmente, la duramadre se extiende sobre las raices nerviosas. En esta region,
las arterias espinales, las venas y los vasos linfaticos perforan la duramadre a medida que se
dirigen hacia la ME a través del espacio subaracnoideo (Newell, 1999). La duramadre esta
separada de la columna vertebral por el espacio epidural (extradural). Existe una estructura
de tejido blando ubicada entre la duramadre y la columna vertebral llamada membrana
peridural que existe en cualquier punto donde no hay periostio, y es un equivalente del

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

2.2.2. Aracnoides

Es Ilamada asi por su aspecto de tela de arafia, es una membrana fina y transparente que rodea
la ME como un saco holgado. Se prolonga con la aracnoides cerebral al pasar a través del
foramen magno y por el otro extremo desciende caudalmente al nivel vertebral S2. Se
encuentra unida intimamente a la superficie interna de la duramadre y esta separada de la
piamadre por el espacio subaracnoideo que contiene el LCR. La aracnoides estd compuesta
de colageno y fibras elasticas. Su superficie exterior (dural) es mas suave que la interior
(pial), y de esta Gltima salen las trabéculas aracnoideas que forman un puente sobre el espacio
subaracnoideo hasta llegar a la piamadre (Nicholas y Weller, 1988). La capa externa de la
aracnoides esta compuesta de células planas que son impermeables al LCR debido a las
estrechas uniones intercelulares (Haines, 1991; Reina et al., 2010; Vandenabeele et al., 1996;

Weller, 2005).

Las vellosidades aracnoideas y granulaciones son proyecciones similares a las del craneo en
los sitios de raices nerviosas espinales emergentes en perros, ovejas (Gomez et al., 1974) y

humanos (Kido et al., 1976), y desempefian un papel importante en el drenaje del LCR.

10



2.2.3. Piamadre

Es la capa meningea mas interna, y se adhiere firmemente a la superficie externa de la ME.
Contiene células piales superpuestas planas, con un nicleo de forma ovalada y un pequefio
nucleolo; estas células constituyen una capa continua unida por desmosomas y uniones

huecas, lo que hace que esta capa sea impermeable al LCR (Alcolado et al., 1988).

Todas las meninges se prolongan junto con las raices nerviosas espinales cuando salen de la
ME por los agujeros intervertebrales, donde se unen con el perineuro de los nervios espinales.
Entre las uniones de las raices dorsales y ventrales, la piamadre da origen una serie de
extensiones laterales intermitentes conocidas como ligamentos denticulados. Estos forman
21 procesos similares a dientes en cada lado que unen la ME a la duramadre a través de la

membrana aracnoidea (Tubbs et al., 2001).

2.3. Espacios entre las meninges
Existe tres espacios situados entre la cara interna del canal raquideo y la ME: epidural

(extradural), subdural y subaracnoideo (Kayalioglu, 2009b).

El espacio epidural se encuentra ubicado entre la pared del canal vertebral y la duramadre,
contiene tejido conectivo laxo, grasa epidural, vasos linfaticos, raices nerviosas espinales y
el plexo venoso vertebral interno. Esta limitado por el ligamento longitudinal posterior, el
ligamento flavo y el periostio de la lamina dsea posterior, los pediculos de las vértebras y los
agujeros intervertebrales con sus contenidos lateralmente. El espacio epidural se limita
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 adhiere en muchas areas directamente

a la pared de la columna vertebral (Ellis, 2009; Harrison, 1999).
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El espacio subdural es un espacio virtual situado entre las meninges duramadre y la
aracnoides, ambas se encuentran contiguas debido a la presion del LCR; este espacio es real
cuando una coleccion sanguinea o purulenta separa la duramadre de la aracnoides. Se ha
propuesto que 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 celulares se separan (Haines, 1991; Vandenabeele et al., 1996).

El ESAE es un espacio situado entre la aracnoides y la piamadre, y contiene el LCR. Posee
colageno extracelular y fibroblastos que forman trabéculas aracnoideas, que se extienden
desde la aracnoides hasta la piamadre (Haines, 1991). El espacio subaracnoideo se extiende
caudalmente hasta el nivel de la segunda vértebra sacra. Hay un drenaje sustancial del LCR
del espacio subaracnoideo a nivel de la columna vertebral (Bozanovic-Sosic et al., 2001). El
ESAE es empleado como via de administracion de agentes terapéuticos en varias patologias

del sistema nervioso central (SNC) (Yang et al., 2021).

2.4. Raices y nervios espinales

Los nervios espinales (aferentes) envian informacion sensorial desde los 6rganos efectores
hasta el SNC, y reciben estimulos motores (por vias eferentes) procedentes del cerebro y ME
hacia los musculos y glandulas efectoras. Los nervios espinales salen de la ME en toda su
extension a través de los fordmenes intervertebrales. Cada segmento de la ME se asocia con
cuatro raices: ventral y dorsal izquierdas y un par similar a la derecha. En humanos existen
31 pares de nervios espinales: 8 cervicales (C1-C8), 12 toracicos (T1-T12), 5 lumbares (L1-
L5), 5 sacros (S1-S5) y 1 coccigeo (Col); mientras que en la rata existen 34 pares: 8
cervicales, 13 toracicos, 6 lumbares, 4 sacros y 3 coccigeos (Darby, 2014; Kayalioglu,

2009a).
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En humanos, los primeros siete nervios espinales cervicales surgen del foramen intervertebral
superior a sus veértebras respectivas, los restantes nervios salen por el foramen intervertebral
inferior a sus respectivas vértebras. El primer segmento medular cervical carece de raices
dorsales. El nervio que emerge entre C7 y T1 se denomina octavo nervio cervical (C8). Cada
nervio espinal se une a la ME por medio de una raiz anterior y posterior. Cada raiz se
compone de seis a ocho raicillas que se extienden a lo largo de toda la longitud del segmento
correspondiente de la ME. Las raicillas anteriores estan constituidas por axones de neuronas
motoras inferiores y las raicillas posteriores estan formadas por axones de neuronas
sensoriales. Las raices del nervio lumbosacro constituyen la llamada cola de caballo o cauda
equina, que inician debajo de la terminacion de la ME, Ilamado cono medular (Kayalioglu,

20094).

La piamadre y la aracnoides recubren las raices dorsales y ventrales hasta el punto donde
penetran la duramadre, convirtiéndose en una envoltura dural que continGa con el epineuro
del nervio espinal (figura 3). En el sitio de unién de cada raicilla a la ME, hay una zona de
transicion entre el SNC vy el sistema nervioso periférico, las vainas estan formadas por

oligodendrocitos y por células de Schwann respectivamente (Fraher, 1999).
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Figura 3. Fotografia de una diseccion de la médula espinal y raices espinales.

Nota. Se observa la superficie ventral de la ME y las raicillas ventrales y dorsales. La

duramadre y la aracnoides han sido removidas (Kayalioglu, 2009a).

2.4.1. Direccién de las raices

Hasta el tercer mes de vida fetal en humanos, la ME es tan larga como el canal vertebral,
después de ese momento, la columna vertebral se extiende con mas rapidez que la ME de
modo que al nacer, se extiende aproximadamente al nivel de la tercera vértebra lumbar. En
adultos, el extremo de la ME suele hallarse al nivel de la primera o segunda vértebra lumbar
en humanos. Debido a las diferentes tasas de crecimiento de la ME y columna vertebral, los
segmentos medulares se desplazan hacia arriba con respecto a sus vértebras correspondientes,
con la mayor discrepancia en los segmentos inferiores (figura 4). En la region lumbosacra,
las raices nerviosas descienden casi verticalmente por debajo de la ME para formar la cauda

equina (Bakkum, 2014; Darby, 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 ubicacion de los segmentos medulares y el nivel donde

salen las raices espinales desde la columna vertebral (Waxman, 2011).

2.4.2. Raices ventrales

Emergen de la ME por una serie de raicillas a través del surco ventrolateral, y consisten

predominantemente en fibras motoras sométicas eferentes (Mawe et al., 1984).
2.4.3. Ganglios de la raiz dorsal

Cada raiz espinal dorsal tiene un engrosamiento ovoide llamado ganglio de la raiz dorsal, se
encuentra cerca de la union de las raices dorsales y ventrales, estdn formadas por neuronas

pseudounipolares sensoriales primarias (Takahashi y Ninomiya, 1987). Los ganglios de la

15



raiz dorsal estan encapsulados en un tejido conectivo condensado que es continuo con la
vaina de los nervios periféricos (figura 5) (Kayalioglu, 2009a). Las raices dorsales son
principalmente sensoriales y transmiten informacion de estimulos nocivos (dolor) y térmicos

(Moore, 2013)

Figura 5. Esquema de las raices dorsales de la médula espinal.
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Nota. Se observan tres ganglios de la raiz dorsal cercanos a una seccién de la ME. Varias

raicillas dorsales desembocan en cada ganglio de la raiz dorsal (Kayalioglu, 2009a).

2.5. Liquido cefalorraquideo

Su funcion principal es otorgar una proteccion hidromecanica al SNC; participa manteniendo
la homeostasis en el liquido intersticial del parénquima cerebral y en el funcionamiento
neuronal, mediante la regulacion del equilibrio electrolitico, el transporte de moléculas
activas y la eliminacion de catabolitos. Transporta los productos de secrecion desde el plexo
coroideo a sitios especificos de accion y gracias a este modo de distribucién, modula la
actividad de ciertas regiones del cerebro por impregnacion, mientras que la transmision
sinaptica produce cambios mas rapidos de actividades (Veening y Barendregt, 2010). Los

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

(Matsumae et al., 2016; Sakka et al., 2011).

El volumen del LCR estimado en un hombre adulto es de aproximadamente 150 ml,
distribuidos de la siguiente forma: 125 ml en los espacios subaracnoideos craneales y
espinales y 25 ml en los ventriculos, aungque existen marcadas variaciones individuales

(Sakka et al., 2011).

2.5.1. Secrecion de liquido cefalorraquideo

El volumen secretado en humanos adultos varia entre 400 y 600 ml por dia. EI 60 al 65 % se
produce en los plexos coroideos del piso de los ventriculos laterales y la tela coroidea del
tercer y cuarto ventriculos. Los plexos coroideos son protuberancias meningeas granulares
en la luz ventricular, cuya superficie epitelial se continta con el epéndimo (Vigh et al., 2004).
Puede haber una secrecion extracoroidal que se origina del liquido extracelular y los capilares
cerebrales a través de la barrera hematoencefalica. Esta via desempefia un papel minimo en
condiciones fisiologicas (Sakka et al., 2011). En humanos el LCR es renovado continuamente
(de cuatro a cinco veces por dia). En ancianos de 77 afios de edad puede haber un aumento
relativo del compartimento del LCR con respecto al parénquima cerebral ocasionados por
cierta atrofia cerebral y una reduccion de la renovacion del LCR de hasta tres veces al dia

(Johanson et al., 2008).

En humanos la presion del LCR es variable, pudiendo fluctuar entre 10 y 15 mm Hg en
adultos y 3 y 4 mm Hg en lactantes, donde los valores més altos de cada rango pueden ser
indicativos de hipertension intracraneal. La presion del LCR puede variar por la onda del

pulso sistolico, el ciclo respiratorio, la presion abdominal, la presion venosa yugular, el
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estado de excitacion, la actividad fisica y la postura corporal (Bothwell et al., 2021; Sakka et

al., 2011).

2.5.2. Composicion del liquido cefalorraquideo

Las concentraciones de sodio, cloro y magnesio son mas altas que las del plasma sanguineo,
mientras que las concentraciones de potasio y calcio son mas bajas. El recuento de células en
el LCR no supera las cinco células por mililitro. Existen variaciones de la composicion en un
mismo dia, es asi como las concentraciones maximas de sodio ocurren a las 8:00 horas y a
las 18:00 horas, mientras que las concentraciones de potasio y la osmolaridad no sufren

modificaciones (Artru, 2017; Harrington et al., 2010).

2.5.3. Circulacién del liquido cefalorraquideo

El LCR se mueve desde los sitios de secrecion hacia los sitios de absorcion con un flujo
unidireccional rostro caudal en las cavidades ventriculares y un flujo multidireccional en los
espacios subaracnoideos (figura 7). El flujo es pulsatil y es generado por la onda del pulso
sistdlico en las arterias coroideas y las ondas respiratorias rapidas. Es producido en los
ventriculos laterales y se dirige a través de agujeros interventriculares al tercer ventriculo y
luego al cuarto ventriculo a través del acueducto cerebral y finalmente a los espacios
subaracnoideos a través de la abertura media (agujero de Magendie). En el espacio
subaracnoideo craneal el LCR circula rostralmente hacia las granulaciones aracnoideas o
caudalmente hacia el ESAE. ElI LCR, es drenado parcialmente por las vellosidades
aracnoideas espinales y circula rostralmente hacia el espacio subaracnoideo craneal (Sakka
et al., 2011). El movimiento de los cilios de células del revestimiento ependimario de los

ventriculos cerebrales ayuda en el flujo del LCR; y las ciliopatias (falta de movimiento,
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acortamiento o ausencia de cilios) podrian estar implicadas en la existencia de

ventriculomegalia e hidrocefalia (Kumar et al., 2021).

2.5.4. Absorcion de liquido cefaloraquideo

Se absorbe basicamente en el sistema yugular interno por medio de las granulaciones
aracnoideas craneales (Welch y Friedman, 1960) (figura 6). El gradiente de presion entre los
espacios subaracnoideos y el seno venoso necesario para asegurar el drenaje del LCR es de

entre 3y 5 mm Hg (Pollay, 2010).

Figura 6. Representacion esquematica de las granulaciones aracnoideas craneales.

Nota. Estas protuberancias meningeas tienen forma de dedo revestidas de endotelio en los
senos venosos craneales a través de la duramadre (a). Funcionan como una valvula, cuando
aumenta la presion del LCR, se desarrollan las vellosidades aracnoideas, lo que aumenta su

superficie de intercambio y absorcién del mismo (b) (Welch y Friedman, 1960).
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Las vellosidades aracnoideas espinales en contacto con el plexo venoso epidural constituyen
una via de absorcion del LCR, especialmente durante el esfuerzo. Existen diferentes formas
de vellosidades aracnoideas que estan presentes en las vainas meningeas de las raices
nerviosas espinales, algunas vellosidades atraviesan parcialmente la epidural y otras la

atraviesan totalmente (Sakka et al., 2011).

2.5.5. Absorcion extraaracnoidea

El LCR puede ser drenado también por las vainas de los nervios craneales y espinales, el
epéndimo Yy el liquido extracelular de acuerdo con los gradientes de presion. La absorcion
hacia el compartimento intersticial se realiza a través de espacios perivasculares de Virchow-
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 trigémino, nervio coclear y nervio Optico; esta absorcion del LCR
ocurriria cuando la capacidad de la circulacion-absorcion habitual ha sido rebasada (figura

7) (Sakka et al., 2011).

La placa cribiforme del hueso etmoidal constituye una via de absorcion del LCR, y a través
de ella se eliminan proteinas y glébulos rojos, especialmente en gatos y conejos (Courtice y
Simmonds, 1951; Hsu et al., 2021; Simmonds, 1953; Zakharov et al., 2003). En ovejas, la
oclusion de la placa cribiforme del hueso etmoidal aumenta la presion intracraneal, y la
absorcion linfatica del LCR se incrementa con el aumento de la presion, desde el 10%
original hasta un 80% (Mollanji et al., 2002). Existen evidencias de que existe una absorcién
linfatica nasal significativa de LCR en primates no humanos (Johnston et al., 2005; Proulx,
2021). Se han redescubierto vasos linfaticos meningeos, asi como una red de células linfaticas

endoteliales en el cerebro de peces cebra y ratones, pero se desconoce los mecanismos
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exactos de contribucién al drenaje de liquidos (Alcolado et al., 1988; Suarez y Schulte-

Merker, 2021).

Estos sitios de absorcion son vias ocasionales cuando se sobrepasan las capacidades de las
vellosidades aracnoideas craneales. Son activos principalmente en neonatos, ya que las
vellosidades aracnoideas inmaduras se vuelven completamente activas después de los 18
meses edad; también se activan en ancianos debido a variaciones fibrosas de las

granulaciones aracnoideas (Sakka et al., 2011; Zakharov et al., 2003).

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

Nota. El liquido cefalorraquideo es secretado principalmente por el plexo coroideo y en
menor cantidad por el compartimento intersticial. Circula rostro caudalmente dentro de los
ventriculos y drena hacia la cisterna magna. EI 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 que se absorbe. Parte del
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LCR es absorbido por la mucosa olfatoria y las vainas de los nervios craneales éptico,
trigémino, facial y vestibulo coclear) y es drenada por el sistema linfatico. En el ESAE, la
parte del LCR es absorbido por el plexo venoso epidural y las vainas del nervio espinal,
ingresando al sistema linfatico, mientras que el LCR restante circula rostralmente hacia el
espacio subaracnoideo craneal. EI LCR se comunica con el liquido intersticial a través de

espacios perivasculares de Virchow-Robin (Sakka et al., 2011).

2.6. Fisiopatologia de la lesion medular

La fisiopatologia de la LTME es causada por dos mecanismos interrelacionados y que
ocurren secuencialmente, primarios y secundarios. Los primarios se desencadenan
inmediatamente, causados por un trauma mecanico (lesion primaria), son practicamente
inevitables e implica ruptura de vasos sanguineos, hemorragias del parénquima medular y
dafio tisular, entre otros, que son generados por fuerzas mecénicas de aceleracion y

desaceleracion (Anjum et al., 2020; Yao et al., 2021).

Los mecanismos de lesion secundaria se desarrollan posteriormente a los primarios,
constituyen una cascada de aproximadamente 26 posibles eventos celulares y moleculares
que exacerban el dafio inicial (lesién secundaria), y pueden permitir una ventana terapéutica

dependiendo de la severidad de la lesion (Hachem y Fehlings, 2021; Hodgetts et al., 2009).

La comprension y analisis de la fisiopatologia de la lesion secundaria, podrian permitir
instaurar alguna terapia para prevenir dafios en ciertos casos de poca severidad (Fehlings y
Nguyen, 2010; Oyinbo, 2011; Sharma, 2005). Los principales mecanismos de lesion
secundaria son: apoptosis, inicio de la cicatriz glial, aumento exagerado de 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 genes asociados a la mielina después de la lesién,
desmielinizacion de los axones residuales y del borde subpial de los axones sobrevivientes,
alteraciones en la homeostasis ionica, fallo energético y disminucion de la produccion de
adenosin trifosfato (ATP), secrecion excesiva de noradrenalina, edema en el sitio de la lesion,
excitotoxicidad glutamatérgica, hemorragia, invasion de células inmunitarias y liberacion de
citocinas, inflamacién por isquemia y reperfusion inducido por dafio endotelial, peroxidacion
lipidica y estrés oxidativo, factores inhibidores del crecimiento de neuritas, choque
neurogénico, exceso de 6xido nitroso, oligodendrocitos secundarios a muertes apoptoticas,
aumento de permeabilidad de la membrana plasmatica, hipotension sistémica por pérdida
simpatica, produccion de TNF-a en el sitio del trauma medular, formacion de cicatrices y
falta de mecanismos de reparacion en el SNC, entre otros (Baroncini et al., 2021; Carlson y

Gorden, 2002; Oyinbo, 2011)

2.6.1. Trastornos circulatorios

La lesion vascular constituye un evento crucial en los mecanismos de lesién primaria y
secundaria, y causa dafios importantes a la ME que ha tenido algin traumatismo agudo. Los
mecanismos vasculares méas importantes son: isquemia-reperfusion, alteracion de la
autorregulacion, hipotension sistémica (choque neurogénico), hemorragia y trastornos

microcirculatorios (Tator y Koyanagi, 1997).

En la LTME se observan hemorragias graves principalmente en la materia gris, que pueden
progresar hasta llegar a necrosis hemorragica y posterior mielomalacia central en el sitio de
la lesion (Sekhon y Fehlings, 2001). En estudios clinicos en humanos y en estudios
experimentales en animales se ha observado que las arterias grandes permanecen funcionales,

sin embargo, existe una reduccion importante en el flujo sanguineo de capilares y vénulas en
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el sitio de la lesion, esta isquemia aumenta progresivamente durante las primeras horas
(Fehlings et al., 1989; Yao et al., 2021). Se ha comprobado que la isquemia y la reperfusion
provocan dafio endotelial en los vasos del segmento espinal dafiado, y este fendbmeno
contribuye a acelerar la cascada que ya esta en actividad. Durante la isquemia se producen
radicales libres derivados de oxigeno, que favorecen el estrés oxidativo, aumentando
considerablemente en el inicio de la reperfusién, y constituyen un fendmeno patolégico que

contribuye a la lesion secundaria en la LTME (Sekhon y Fehlings, 2001).

2.6.2. Edema

Se forma entre los dos a cinco minutos post lesion, pudiendo estar presente hasta 15 dias
(Nolan, 1969). La formacién de edema es mas evidente en la materia gris; esto se corroboro
al usar una columna de gradiente de gravedad especifica, donde se observé un aumento de
aproximadamente el 127 % en el edema y la inflamacion del volumen cerca del sitio de
impacto en la materia gris en comparacion con solo un aumento del 24 % en la materia blanca
después de una hora de haberse producido una lesion medular (Sharma, 2005; Sharma y
Olsson, 1990). Sin embargo aparentemente en la sustancia blanca, es donde la acumulacion
de liquido ocurre primero; de acuerdo a lo observado mediante RM, la presencia de
microhemorragias locales y la necrosis tisular en el sitio de la lesion, contribuyen al aumento
del contenido de agua en los tejidos (Tang y Yang, 2016). Un mayor contenido de agua en el
tejido del segmento contiguo no traumatizado, consiguientemente, representa el origen

verdadero del edema (Reulen, 1976).

El edema vasogénico es la secuela de una mayor filtracion de los capilares que encierran el
area lesionada en la ME debido a variaciones en la expresion de los canales de agua

constituidos principalmente por las acuaporinas. Aquaporin 4 (AQP4), es una proteina mas
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abundante de los canales de agua en el SNC, que se expresa principalmente en los astrocitos
en el borde con lared capilar, la glia limitante y en el epéndima del canal principal y participa
en la formacion y eliminacion del edema (Hsu et al., 2015; Masterman y Ahmed, 2021; Tang

y Yang, 2016).

2.6.3. Inflamacion

La inflamacion es un evento clave de las respuestas de defensa del organismo a las agresiones
y trauma medular; es fundamental para la eliminacién de restos celulares después de la
LTME. La expresion de mediadores inflamatorios que incluyen el sistema de complemento,
moléculas de adhesion, enzimas de ciclooxigenasa y citosinas como interleucina-1 (IL-1)
aumentan en accidentes craneoencefalicos y de la ME. En los campos experimental y clinico,
se sugiere que varios de estos factores contribuyen directamente a la lesion neuronal. La
inflamacién puede tener acciones beneficiosas y perjudiciales en el SNC, particularmente en

la reparacion y recuperacion. (Allan y Rothwell, 2003).

Los leucocitos y células de microglia reclutados en la zona de lesion durante la inflamacion,
pueden exacerbar el dafio inicial al secretar especies reactivas de oxigeno, metaloproteinasas
de matriz y citocinas proinflamatorias. La inmunoglobulina G (IgG) ha sido utilizada
clinicamente para atenuar las actividades de los leucocitos y la microglia. (Fehlings y

Nguyen, 2010).

2.7. Lesién medular experimental

Los modelos de rata son los mas utilizados para estudiar LTME debido a que son
relativamente econdémicos, de sencilla manipulacion, facil cuidado, se pueden estudiar varios
individuos al mismo tiempo, tienen una anatomia bien conocida y pocas infecciones

quirurgicas (Nakae et al., 2011).
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Existen varios modelos experimentales de lesibn medular en ratas (contusion o
hemicontusion, transeccion o hemiseccion, compresion e isquemia con climpers,
desplazamiento de la ME, estenosis del canal lumbar, lesiones con microelectrodos de
tungsteno del tracto espinotalamico, etc.) (Aldskogius y Kozlova, 2021; Nakae et al., 2011).
La contusion espinal es el modelo de lesion medular més utilizado y antiguo. Provoca una
disfuncion sensorial y/o motora en grados variables, que incluye dolor neuropatico, alodinia
tactil e hiperalgesia térmica. EI 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. ElI método para realizar este tipo de lesiones 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 laminectomia total (All y Al-Nashash, 2021; Nakae et al., 2011).

2.8. Métodos de imagen
La tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM) actualmente se usan de
manera rutinaria en la investigacion de diagnostico de enfermedades de la columna vertebral

y ME (da Costa y Samii, 2010; Harrison, 1999).

Durante la Gltima década, el numero de publicaciones que utilizan imégenes de TC en
estudios preclinicos in vivo ha aumentado exponencialmente. Una mayor resolucion espacial
y temporal son los avances técnicos claves que han permitido a los investigadores capturar
imagenes anatomicas cada vez mas detalladas de pequefios animales y monitorear la

progresion de la enfermedad en biomodelos (Schambach et al., 2010).

La TC es una modalidad valiosa para la obtencion de imagenes in vivo, es rapida, de alta

resolucion, tridimensional, econdémica y no invasiva. Se emplea en la clinica para establecer
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un diagnostico y una planificacion del tratamiento médico o quirdrgico. También es muy atil
en la investigacion preclinica como micro-TC. Aunque la TC es inherentemente efectiva para
la imagenologia de pulmén y hueso, la imagen de tejido blando requiere el uso de agentes de

contraste (Ashton et al., 2015; Li et al., 2014).

Entre las desventajas de la micro-TC con respecto a la RM en ratas, se encuentra la existencia
de iméagenes de bajo contraste entre tejidos blandos 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 medicina nuclear como por ejemplo como SPECT
(tomografia computarizada de emision monofotonica) y PET (Tomografia por emision de

positrones) de interés experimental (Bag et al., 2010).

2.8.1. Mielografia

La mielografia se implementd como una técnica de imagen para evaluar la integridad del
saco tecal, la ME y las raices nerviosas en diversas condiciones patolégicas. Antes del
desarrollo de la mielografia, el Gnico medio definitivo para evaluar estas estructuras era la
laminectomia y la inspeccion visual 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. La naturaleza invasiva de la mielografia conlleva el riesgo de sangrado,
infeccion, fuga de LCR y dolor de cabeza, asi como una posible reaccion adversa al agente

de contraste o anestésico local (Price y Ortiz, 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 atdmico, y dentro
de estos agentes, el yodo es el elemento 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 nimero atémico, que produce un fuerte
efecto fotoeléctrico. Los agentes de contraste de TC clinico 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 utilizacién de medios de contraste de baja toxicidad, alta eficacia y bajo costo

(Ashton et 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 blandos es deficiente.
Pantopaque, un medio yodado a base de aceite se us6 con éxito durante décadas, pero no fue
compatible con la exploracién por TC porque era viscoso, insoluble y causaba un artefacto
rayado. El desarrollo de agentes solubles en agua permitié una distribucion uniforme en el
espacio subaracnoideo y una excelente representacion de la anatomia espinal en la TC

posmielografica (Price y Ortiz, 2017).

El primer medio de contraste no i6nico disponible comercialmente fue la metrizamida, y se
introdujo en la década de 1970. Posteriormente, una gama de compuestos no iénicos
triyodados solubles y estables han entrado en el mercado: iopamidol, iohexol, iopromuro,
ioversol y iopentol, y uno de los mas utilizados actualmente es el lomeprol 400. lomeprol

esta disponible en concentraciones de hasta 400 mg de yodo por ml (mg/ml), que es mas alto
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que las concentraciones de otros medios de contraste no idnicos triyodados disponibles
actualmente. lomeprol 400 mg tiene una densidad relativa de 1.445, osmolalidad de 0.73
Osmol/Kg de agua a 37 °C, la combinacion de la osmolalidad mas baja. La viscosidad mas
baja, la alta solubilidad y la ausencia de EDTA colocan este medio de contraste en una

posicion Unica y garantiza efectos secundarios minimos (Gallotti et al., 1994).

Después de la administracion intratecal, el iomeprol se elimina por completo del LCR, se
elimina rapidamente del plasma y se excreta sin cambios a través de los rifiones. Cuando se
administrd por via intratecal, iomeprol no alter6 significativamente las funciones

conductuales ni las actividades fisiologicas del cerebro (La Noce et al., 1994).

2.8.3. Nanoparticulas

La farmacocinética y la versatilidad de los sistemas nanométricos constituyen
particularmente ventajas para abordar las necesidades versatiles de investigacion biomédica
(Chakraborty et al., 2021; Li et al., 2014). Las nanoparticulas se han usado con muchas
finalidades clinicas y preclinicas, entre ellas, la union con farmacos que vayan desde la sangre
hasta el SNC, es decir que tengan la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica (Gao
et al.,, 2021). Para micro-TC de animales pequefios, se usan agentes de contraste de
nanoparticulas para evitar un aclaramiento renal rapido. Se han utilizado una amplia variedad
de nanoparticulas para la obtencién de imagenes de micro-TC, y la mayoria de las
investigaciones se han centrado en el uso de nanoparticulas que contienen yodo y NPO (Akai

et al., 2021; Ashton et al., 2015).

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

nanoparticulas, pueden mostrar la delineacién de los vasos sanguineos y los 6rganos internos,
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e incluso la deteccion de metéstasis tumorales tan pequefias como de 300 um. Estos agentes
de contraste para micro-TC deben ser sistemas de nanoparticulas sigilosos, es decir, prevenir
su eliminacién renal rdpida. La composicion quimica, las propiedades fisicoquimicas, la
farmacocinética, la bioconjugacion y la versatilidad de los sistemas nanomeétricos
proporcionan muchas ventajas para abordar las necesidades versatiles de investigacion

biomédica (Li et al., 2014).

2.9. Protocolos de sustraccion digital

Existen varios protocolos de sustraccion digital, y en nuestros experimentos se utilizaron dos
protocolos de sustraccion 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 energia (Castillo et
al., 2016; Kuhlman et al., 2006; Lewin et al., 2003; Li et al., 2008). El otro protocolo, fue
Ilamado sustraccion de energia unica (EU), y se basé en la sustraccién de una imagen sin
medio de contraste de una imagen con medio de contraste, ambas adquiridas al mismo
kilovoltaje; es decir, con el mismo espectro de energia de rayos X (Berumen et al., 2016;

Cruz-Bastida et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Caracterizar el espacio subaracnoideo espinal mediante mielografia obtenida con micro-TC
in vivo, en ratas integras y con lesion medular, utilizando medios de contraste positivos

(compuestos yodados y nanoparticulas de oro).

3.2. Objetivos especificos
- Disefiar y probar una técnica para obtener mielogramas de alta resolucion,
comparando dos medios yodados y nanoparticulas de oro y energia doble versus

energia Unica, en ratas integras.

- Caracterizar los cambios espaciales y temporales del espacio subaracnoideo espinal
y lamédula espinal, utilizando los pardmetros que dieron mejor resultado en el disefio
de la técnica de imagen en micro-TC (medio yodado y resta digital de energia Unica)

en ratas con lesion traumatica de médula espinal en 2D y 3D.
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4. HIPOTESIS
El uso optimizado de micro-TC permitira obtener mielografias de alta resolucién en ratas,
proporcionando una herramienta Gtil para identificar el espacio subaracnoideo espinal y
caracterizar los cambios que ocurren en este espacio después de una lesién traumatica de

médula 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
mielogréafica con prueba en ratas integras; 2) caracterizacion de cambios en el ESAE de ratas

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

Para la obtencion de la técnica mielografica se utilizaron 16 ratas Long-Evans macho sin
lesion medular, de 10 a 12 semanas de edad. El experimento total consistio en la adquisicion,
reconstruccién y posprocesamiento de mielogramas mediante dos protocolos de resta de
imagenes digitales: ED y EU. En ambos protocolos, se utilizaron tres agentes de contraste
positivo de rayos X comerciales: lomeron® 400 (lomeron, Bracco UK Limited) y Fenestra®
VC (Fenestra, MediLumine Inc.), que son compuestos yodados y AuroVistTM 15nm
(AuroVist, Nanoprobes), que tiene como componente principal NPO. Se asignaron al azar
tres animales a cada grupo experimental, con excepcién del grupo ED/Aurovist (1) debido a

gue no se obtuvo imagenes (cuadro 1).

Cuadro 1. Grupos experimentales

Protocolos de resta digital

Medios de

contraste Energia Unica Energia doble
Fenestra 3 3

lomeron 3 3

AuroVist 3 1

Nota. NUmero de ratas por cada grupo experimental.
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En el segundo experimento realizado para estudiar las modificaciones del ESAE en ratas
lesionadas, se utilizaron 33 hembras Long-Evans de 10 a 12 semanas de edad, y con peso
corporal de 250 + 10 g. Los animales fueron asignados aleatoriamente a cada uno de los
siguientes grupos experimentales: Grupo 1 control (lesion simulada, n = 6); grupo 2 LTME
aguda leve (1 dia después de la lesion, 12,5 mm de altura de barra, n = 5); grupo 3 LTME
subaguda leve (15 dias después de la lesion, 12,5 mm de altura de barra, n = 8); grupo 4
LTME aguda severa (1 dia después de la lesion, 12,5 mm de altura de barra, n = 6) y grupo
5 LTME subaguda severa (15 dias después de la lesion, 50 mm de altura de barra, n = 8).
Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado
Animal del Instituto Mexicano del Seguro Social (expediente nimero R-2014-785-099). 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 nimero de animales utilizados.

5.2. Preparacion de animales

5.2.1. Anestesia

Se utiliz6 una mezcla de ketamina (80 mg™') y xilazina (8 mg™') por via intramuscular para
realizar la laminectomia y canulacion intratecal, en los experimentos de ambos estudios; y
lesion medular para el segundo experimento. Se utilizaron pruebas del reflejo corneal y de
retiro de la pata trasera ante un estimulo doloroso para verificar que la anestesia fuera

adecuada.

5.2.2. Lesion y cuidados
Para producir la LTME se realizé una laminectomia de manera aséptica en T9 utilizando un

microscopio quirdrgico. La LTME consistié en una contusion usando el dispositivo de caida
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de peso (Universidad de Nueva York, NYU) dejando caer una barra de 10 g sobre la
duramadre expuesta desde una altura de 12.5 mm o 50 mm (para lesiones de intensidad leve
y severa, respectivamente) (Austin et al., 2012) . Los animales del grupo control solo fueron
sometidos a cirugia simulada. La atencion posquirdrgica consistié en alojamiento en jaulas
individuales bajo temperatura y humedad controladas, alimentacion con dieta comercial
estandar, administracién de agua a voluntad, manejo de vejiga neurogénica por expresion
manual dos veces al dia, inyeccion de tramadol IM (5 mg kg™ transquirirgico), y
posteriormente acetaminofén oral (30 mg kg™' cada 12 h, durante 1 semana) para prevenir el
dolor y la automutilacion; como profilactico para las infecciones, se administré una dosis

oral de 10 mg kg ! de enrofloxacina cada 24 horas durante 7 dias.

5.2.3. Canulacion

Se realizd una laminectomia en L1, luego se perford dorsalmente el saco dural con una aguja
27G. La penetracion en el ESAE se confirmd mediante la visualizacion de fuga de LCR.
Luego se introdujo la punta de un segmento de 5 mm de una canula de longitud de 10 cm de
polietileno PE10 (IntramedicTM) a través de la abertura en el saco dural y se dirigid
rostralmente; el tubo se lleno previamente con solucion salina para evitar que el aire ingresara
en el ESAE. Finalmente, se aplicé cianoacrilato con la finalidad de sellar el punto de

insercion del tubo y evitar fugas de LCR.

5.2.4. Administracion de agentes de contraste

Para la adquisicion de iméagenes, cada uno de los animales lesionados y no lesionados se
colocaron en decubito lateral izquierdo y se anestesiaron por inhalacién de 2% de isoflurano
en 80% de oxigeno. El extremo libre de la canula se conectd a una jeringa de 1 cc y se

inyectaron lentamente 120 puL de medio de contraste sin diluir (en dos minutos). En el primer
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experimento de obtencion de la técnica mielogréafica se utilizaron los medios de contraste
lomeron, Fenestra y Aurovist, mientras que en el estudio de ratas lesionadas se utilizo
solamente lomeron. La eutanasia se realizd utilizando una sobredosis de pentobarbital por
via intraperitoneal inmediatamente desples de haber adquirido las imagenes; este
procedimiento también se realiz6 con aquellas ratas lesionadas antes de la toma de imagenes
cuando existieron complicaciones potencialmente mortales como neumonia, urosepsis grave
y autofagia extensa (con evisceracion abdominal o exposicién muscular y hueso en las
extremidades posteriores), que afectaban irreversiblemente la calidad de vida y podrian

interferir con la adquisicion de buenas imagenes.

5.3. Adquisicion y reconstruccion de imagenes

Las imagenes se adquirieron en un sistema de imagenes de microPET/SPECT/CT de
animales de laboratorio de Albira (Bruker). Las caracteristicas de los componentes de la
unidad micro-TC son las siguientes: un tubo de rayos X de micro-enfoque (Apogee 5500,
Oxford Instruments), con ajustes de voltaje de 30-45kV y corrientes entre 0.2-0.9 mA, y un
detector de panel plano (Hamamatsu C7942CA-22) con 2400x2400 pixeles de tamario de 50

um, dispuestos en una geometria de haz conico.

En el protocolo de resta digital con ED utilizado en el primer experimento, se adquirieron
dos series de imagenes simultaneas después de la administracion del medio de contraste, una
serie a baja energia (EB, 30 kV) y la otra a alta energia (EA, 45 kV), con una corriente de 0,8
mA 'y 600 proyecciones en 360 °. Para la adquisicion de EA, se utilizé un filtro de molibdeno
de 25 um de espesor (5,8 g, 99,9% de pureza; Aldrich) en la ventana de salida del tubo de

rayos X con el propdsito de aumentar la energia efectiva del haz.
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En el protocolo EU utilizado en ambos experimentos, se adquirieron dos series de imagenes
consecutivas, una antes y otra inmediatamente después de la inyeccién del medio de
contraste, con una energia de 45 kV y 0.7 mA, y 600 proyecciones en 360°. Se procur6 no
mover absolutamente la rata en su camilla, en el momento de la administracion del contraste
y entre ambas adquisiciones, con el objeto de garantizar que la resta digital no distorsione la

imagen anatomica.

La imagen fue reconstruida utilizando una implementacion interna del algoritmo interactivo
SIRT 3D fundamentado en la caja de herramientas ASTRA de cddigo abierto (van Aarle et
al., 2016; van Aarle et al., 2015), este procedimiento fue ejecutado en una CPU Intel Xeon
E3 y una GPU NVIDIA Quadro M2000. Los parametros de haz conico de la calibracion
geométrica del sistema micro-TC se utilizaron para definir la geometria de reconstruccion
(Noo et al., 2000). Las imégenes se reconstruyeron en una matriz de 780 x 780 x 650 de
vOxel con un tamano de 100 um, y el tiempo de reconstruccion promedio fue de 5 horas para

250 interacciones.

5.3.1. Posprocesamiento de iméagenes
Las iméagenes fueron reconstruidas posteriormente utilizando un software interno que se

ejecuta en GNU/Linux. El orden de este procedimiento consistid en los siguientes pasos:

1. Seleccion de la region 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 radio de 4 mm. EI ROl obtenido de esta manera sigue la columna
vertebral suavemente y cubre el ESAE. Este procedimiento se realizo solo para la imagen de
referencia, utilizando el software de cédigo abierto xgrid3d

(https://github.com/seirios/xgrid3d).
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2. Inscripcién. El registro de imagenes se realiz6 con el software de codigo abierto NiftyReg
(https://sourceforge.net/projects/niftyreg) que implementa el algoritmo de Aladin para el
registro rigido/afin (Ourselin et al., 2000). La imagen de referencia se eligio la que lleva més
informacidn sobre los medios de contraste (EA en el protocolo ED, y después de la inyeccion
de contraste en el protocolo EU) para evitar la pérdida de informacion. La imagen flotante
(EB en el protocolo ED, antes de la inyeccidn de contraste en el protocolo EU) se registro de
forma afin utilizando el ROl como maéscara (ya que solo se necesita que haya coincidencia

dentro del area) y se interpold en la imagen de referencia.

3. Resta ponderada. Para el protocolo ED, se necesitd un factor de peso (A) para la
eliminacion adecuada del hueso después de la sustraccion. Para determinar A, se calculé el
valor promedio de voxel (1) dentro del ROI para la imagen de referenciay la imagen flotante,
y se formo el cociente A = uEA/UEB. Para el protocolo EU, A = 1 ya que ambas imagenes se

adquieren con la misma configuracion.

La sustraccién de imagenes se realiz6 como:

Resultado de la resta = Imagen de referencia - A * Imagen flotante, con valores negativos

establecidos en O.

4. Alineacién. Para la obtencion de imagenes longitudinales del ESAE adecuadas, se
alinearon automaticamente ajustando a un plano 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 imagen y analisis estadistico para el primer experimento
(obtencion de técnica mielografica).

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

(fuerza/debilidad de contraste).

El rendimiento cuantitativo de los grupos experimentales se evalu6 mediante la relacion

contraste-ruido, definida como

CNR = |uFG-uBG|/6BG

donde p constituye el valor promedio y o la desviacion estandar en cada region. Para cada
estudio, se seleccioné un corte transversal del resultado de la resta en funcion de los criterios
cualitativos y se calcul6 el CNR. En cada seccion, la region 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 disyuncién exclusiva de FG y la méascara definida por el ROI. De esta manera,
FG cubre los ESAE contrastados y BG los tejidos circundantes, todo dentro del ROI
(Mahesh, 2013). También se obtuvieron imagenes en 3D utilizando las imagenes resultantes

de la resta digital utilizando el software ParaView (Ahrens et al., 2005)

Los datos cuantitativos se analizaron con ANOVA de una via y luego la prueba de Tukey. El
analisis se realizo utilizando R v3.5.1 y las diferencias se consideraron significativas cuando

p <0.05.
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5.3.3. Evaluacion de la imagen y analisis estadistico para el segundo experimento
(estudio del espacio subaracnoideo espinal en ratas lesionadas)

Para la evaluacion cualitativa, la observacion de imégenes 2D y 3D en cada segmento
vertebral permitio la determinacién de la distribucién espacial del medio de contraste en el
ESAE. Las imagenes longitudinales sirvieron para definir la extension caudo-craneal del
medio de contraste. Para establecer la distribucion transversal, las imagenes de cada
segmento vertebral se dividieron en cuatro areas: dorsal, lateral izquierda, lateral derecha y
ventral (figura 8), y se obtuvo un diagrama para cada animal y cada grupo (figuras 18, 19,
20, 21, y 22). Esta informacidn se usé para inferir las vias preferenciales para el flujo del

medio de contraste en cada grupo.

Figura 8. Imagenes transversales representativas del espacio subaracnoideo espinal.

Nota. Se oberva la distribucion circunferencial del medio de contraste a) medio de contraste
en el &rea dorsal; b) medio de contraste en las regiones dorsal, ventral y lateral izquierda; c)
medio de contraste en regiones dorsales y bilaterales; d) medio de contraste en todas las

regiones, formando un anillo completo. Para cada panel, la izquierda muestra la mielografia
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y el esqueleto, mientras que la derecha muestra solo el medio de contraste después de la resta

digital.

Segun la extension caudo-craneal del medio de contraste, la permeabilidad del ESAE se
clasifico cualitativamente como: bloqueada, cuando la columna del medio de contraste se
detuvo en el sitio de la lesidn o antes (T8-T9); o permeable, cuando el contraste se extendio

por delante de T8 en direccion cefalica.

Para evaluar cualitativamente la permeabilidad del ESAE se analizaron los valores de
intensidad en escala de grises 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
medular. El valor de intensidad integrada 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 inclusion de posibles artefactos generados por el procedimiento de
resta), se utilizd para obtener una funcion que permite la cuantificacion del medio de
contraste a lo largo del ESAE de cada animal y comparaciones entre grupos. Las mediciones
del valor de intensidad integrado se evaluaron en 4 regiones de 10 mm de longitud cada una,
dos craneales al lugar de la lesion (SI; 3 mm de longitud): R2 y R1, y dos regiones caudales

al lugar de lesion: C1y C2 (figura 9).
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Figura 9. Regiones medulares de estudio cualitativo.
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Nota. Se observan las medidas de las regiones estudiadas y el valor representativo de

intensidad integrada para cada region.

Para el andlisis cualitativo de la permeabilidad del ESAE, se realiz6 una tabla de contingencia
basada en el paso del medio de contraste (bloqueado o permeable) utilizando la frecuencia

de cada clase por grupo y se aplicé una prueba de chi-cuadrado.

Para realizar un andlisis cuantitativo del medio de contraste a lo largo del ESAE se efectud
la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn, comparando el area bajo la curva de
intensidad integrada (un indicador de la cantidad total de medio de contraste) para cada
region. El andlisis estadistico se realizé utilizando Prism v6.0h para MacOS X (GraphPad

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

6.1. Desarrollo de técnica mielografica

El primer experimento tuvo como objetivo la obtencion de una técnica mielografica en ratas
in vivo, para la cual se probaron dos técnicas de sustraccion digital (ED y EU) combinando
cada una de ellas con tres medios de contraste (lomeron, Fenestra y Aurovist) y determinar
cual combinacién fue la mas apropiada para visualizar principalmente el ESAE (Zambrano-

Rodriguez et al., 2019).

Se obtuvieron diferencias visuales notables de acuerdo con el protocolo de adquisicion de
imagenes y el medio de contraste empleado, tanto en 2D como en 3D. Se observo la eficacia
de ambos métodos de sustraccion digital para visualizar el ESAE; sin embargo, el método de
EU tuvo ventajas con respecto al método de ED, tanto en los cortes longitudinales, como en
cortes transversales. En las imagenes longitudinales previas sin resta digital se observan las
vértebras con una muy buena definicion (figura 10a, b, d, e); sin embargo, se puede ver una
superposicion de hueso y medio de contraste (figura 10b, d, ). Después de la sustraccion
digital, las imagenes del hueso y el tejido blando se eliminan por completo y solamente se

observa la imagen del ESAE (figura 10c, f).
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Figura 10. Iméagenes de cortes longitudinales de mielograma en micro-TC en 2D con

lomeron® 400.

Nota. Columna izquierda: imagenes adquiridas con el protocolo EU. Adquisiciones antes de
(@) y después (b) administracion de contraste, y el resultado de la resta: b — a (c). Columna
derecha: imagenes adquiridas con el protocolo ED, con energia baja (d) y alta (e), y el
resultado de la resta ponderada: e — Ad (f). Los valores de gris se igualaron en todas las

imagenes para mostrar el contraste en una escala comun.

En todas las ratas de los diferentes grupos, en los cortes transversales se observo la
disposicion diferente del medio de contraste en el ESAE originado principalmente por el
asentamiento gravitacional. De acuerdo con el andlisis cualitativo las mejores imagenes se

encontraron en EU/lomeron (figura 11f), seguido de EU/AuroVist (figura 11d). Por el
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contrario, el menor contraste visual se observé con fenestra tanto con EU como con ED
(figura 11b, e). Es necesario indicar que en el protocolo ED/Aurovist (figura 11a), en el
resultado de la sustraccion digital no se visualiza nada. Los perfiles del ESAE se observaron
discontinuos en la mayoria de las ratas, y esto se debe posiblemente a la presencia de vasos

sanguineos y raices nerviosas que originaron defectos de Ilenado del medio de contraste.

Figura 11. Imagenes transversales del espacio subaracnoideo espinal en 2D 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®, (c) ED/lomeron® (d) EU/AuroVist, (e)
EU/Fenestra®, (f) EU/lomeron®. Las imégenes en la fila superior se adquirieron con el
protocolo ED 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 normalizaron en todas las imagenes para mostrar el contraste en una escala

comun.
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Se obtuvieron excelentes imagenes en 3D del ESAE, y en estas se observaron las huellas
originadas por los vasos sanguineos, las raices nerviosas y los discos intervertebrales (figura

12).

Figura 12. Representacion tridimensional del espacio subaracnoideo espinal a partir del

resultado de la sustraccion de una adquisicion con el protocolo energia Unica e 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). Imégenes generadas con el programa

ParaView a partir de las imagenes resultantes de la resta digital.
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En el analisis cuantitativo (figura 13) se observo que los mejores resultados se obtuvieron
con el protocolo UE/lomeron (valor mediano de 13.2 (12.3-13.4) (ler y 3er cuartil)),
mientras que los resultados méas deficientes se obtuvieron con ED/Fenestra y EU/Fenestra
(valores medianos de 2.48 (1.87-3.49) y 3.15 (2.78-4.03), respectivamente). Los grupos
ED/lomeron y EU/AuroVist mostraron un desempefio intermedio (valores medianos de 6.08
(5.66-9.68) y 3.42 (3.00-6.59), respectivamente). Se encontraron diferencias significativas

entre SE/lomeron y EU/Fenestra y ED/Fenestra (p <0.05).

Figura 13. Resultados del analisis cuantitativo de la relacién contraste-ruido mediante

diagrama de caja y bigotes.

154 * %*

=

CNR

Nota. Las cajas se extienden desde el ler hasta el 3er cuartil; las lineas gruesas dentro de las
cajas representan la mediana; los bigotes van de los valores més pequefios a los mas grandes
en cada grupo y no hay valores atipicos. El analisis estadistico consistié en un 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 del espacio subaracnoideo espinal en ratas lesionadas

Después de haber obtenido una técnica mielografica adecuada, y con el resultado de que la
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 diferentes tiempos e intensidades

de LTME (Zambrano-Rodriguez et al., 2021).

6.2.1. Permeabilidad del espacio subaracnoideo espinal

Uno de los parametros mas evidentes que se pudieron observar tanto en imagenes
longitudinales 2D como en 3D fue el estado de la permeabilidad caudo-craneal del ESAE
para contrastar y visualizar el flujo del medio de contraste. Se observo el paso de lomeron
hacia craneal en todas las ratas del grupo 1 o control, en todas las ratas del grupo 2 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 subaguda severa) (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 sagital 2D de una mielografia que muestra vértebras y medio de contraste; b)
corte sagital 2D que muestra solo medio de contraste después de la sustraccion de la imagen

digital; c) reconstruccion 3D. La flecha indica la canula intratecal.

En algunas ratas de los grupos 4 y 5 se observé la ausencia del medio de contraste por delante

del sitio de lesion (figura 15).
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Figura 15. Iméagenes longitudinales representativas de una rata con lesion subaguda severa.

Nota. Se observa la representacion del espacio subarabnoideo espinal blogueado al flujo del
medio de contraste hacia craneal, a) Corte sagital 2D de una mielografia que muestra
vértebras y medio de contraste; b) corte sagital 2D, que muestra solo medio de contraste
después de la sustraccion de imagen digital; c) reconstruccion 3D. El asterisco (*) indica el

sitio de LTME. Las flechas indican la canula intratecal.

El analisis cualitativo del paso caudo-craneal del medio de contraste reveld que ninguno de
los animales en el grupo de control y en ambos grupos de LTME leve, mostraron

impedimento para el paso del medio de contraste hacia craneal del sitio de la lesion o lesion
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simulada (T8-T9). En cambio, las ratas con LTME severa exhibieron oclusion de la luz del
ESAE en el sitio de la lesion en las etapas aguda y subaguda (1 dia y 15 dias después de la

lesion), para el 50% y 63% de los sujetos estudiados, respectivamente (figura 16).

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

permeabilidad del espacio subaracnoideo espinal.

Group

Control (n=6) | 1 Permeable
Il Blocked
Mild d 1 (n=5) ]
Mild d 15 (n=8) |

Severe d 1 (n=6)

Severe d 15 (n=8)

T T T T

0 25 50 75 100
Percentage of subjects

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

subaguda).

El anélisis cuantitativo revela que los cambios primordiales en la distribucion del medio de
contraste a lo largo del ESAE estan presentes en la fase aguda de las lesiones severas, y que
precisamente en el &rea de la lesion es donde este fendmeno es mas 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 distribucion del medio de contraste
a los 15 dias después de la lesion tanto leve como severa, de una manera similar con el grupo

control (figura 17).
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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 largo del espacio 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, region mas craneal (10 mm de longitud); R1, regién craneal

proxima al sitio de la lesion (10 mm de longitud); LS, sitio de la lesion (3 mm de longitud);
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C1, region caudal al lado del sitio de la lesién (10 mm de longitud); C2, region méas caudal
(10 mm de longitud). En todos los demés paneles, las graficas muestran el valor de
intensidad integrado de la imagen en cada region de interés. Los datos se expresan como
gréaficos de caja y bigotes (n de 5 a 8). Las cajas se extienden del percentil 25 al 75; la linea
dentro de la caja es la mediana; los bigotes van desde los valores méas pequefios a los mas
grandes en ese grupo. Cada punto de datos se muestra como un pequefio circulo. AUC =
area bajo la curva de intensidad integrada; d = dia después de la lesion. Analisis estadistico:
prueba de Kruskal-Wallis y prueba de Dunn. El asterisco (*) indica diferencias

significativas (p <0.05) entre los grupos.

6.2.2. Rutas preferenciales para el flujo del medio de contraste

El andlisis cualitativo de la distribucion espacial sagital del medio de contraste muestra que,
en la etapa subaguda, independientemente de la gravedad del LTME, existe una alteracion
en las vias para el flujo del medio de contraste mas alla del sitio de la lesion (figuras 18,19,
20, 21y 22). En ratas de los grupos subagudos que muestran el paso del medio de contraste
mas craneal del sitio de la lesion, la via preferencial cambi6 desde las regiones dorsales a
laterales y ventrales en ratas 6/8 (75%) y 2/3 (67%) con leves y LTME severa,

respectivamente (figura 23).
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Figura 18. Diagrama de la distribucion transversal del medio de contraste en el espacio

subaracnoideo espinal en ratas del grupo control.

A - CONTROL group

RAT ID

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

|

SPINAL AREA

R6

DORSAL

LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R9

DORSAL

VENTRAL
LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R22

DORSAL

VENTRAL
LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R27

DORSAL
VENTRAL

LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

R35

DORSAL
VENTRAL

LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R38

DORSAL
VENTRAL
LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

Nota. Se observa el paso del medio de constraste hacia craneal de T9 de manera uniforme.
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Figura 19. Diagrama de la distribucion transversal del medio de contraste en el espacio

subaracnoideo espinal en ratas con lesion traumatica de médula espinal aguda leve.

B - MILD, Day 1 group

SPINAL LEVEL

RATID | SPINAL AREA
m |T2|T3 T4 |T5 | T6 [ T7 | T8 | T9 |T10|T11|T12|T13| L1 | L2

DORSAL

R13 |LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL | [ |

DORSAL
VENTRAL

R19  |LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL

R20 [LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

DORSAL

VENTRAL
LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R26

DORSAL
VENTRAL

LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R28

Nota. Se observa el paso del medio de contraste hacia craneal del sitio de lesion.



Figura 20. Diagrama de la distribucion transversal del medio de contraste en el espacio

subaracnoideo en ratas del grupo con lesién traumatica de médula espinal subaguda leve.

C - MILD, Day 15 group

SPINAL LEVEL

RAT ID | SPINAL AREA

DORSAL
VENTRAL

R1 LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

R4 |LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

R11  |LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

R12  |LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

R17 |LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

R21 LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

R24 |LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R33

Nota. En la mayoria de ratas se observa el cambio del medio de contraste de dorsal a lateral

y ventral hacia craneal del sitio de lesion.
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Figura 21. Diagrama de la distribucion transversal del medio de contraste en el espacio
subaracnoideo espinal en ratas del grupo con lesion traumatica de médula espinal aguda

Severa.

D - SEVERE, Day 1 group

SPINAL LEVEL
T1 | T2 [T3 | T4 | T5 | T6 | T7 | T8 | T9 | T10|T11[T12|T13| L1 | L2

RATID | SPINAL AREA l

DORSAL
VENTRAL

LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R3

DORSAL
VENTRAL

R7  |LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

R14  |LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL
DORSAL
VENTRAL

R25 |LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

i

DORSAL
VENTRAL

R31 |LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

DORSAL
VENTRAL

LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R3g9

Nota. Se observa que la via de preferencia de circulacion del medio de contraste es

uniforme dentro de las ratas bloqueadas, asi como no bloqueadas.
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Figura 22. Diagrama de la distribucion transversal del medio de contraste en el espacio

subaracnoideo en ratas del grupo con lesién traumatica subaguda severa.

E - SEVERE, Day 15 group

RAT ID

SPINAL AREA

SPINAL LEVEL

T1

T2

T3

T4

T5

T6 | T7 [ T8 [ T9 |T10(T11|T12|T13 | L1 | L2

R2

DORSAL

VENTRAL

LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

R5

DORSAL

VENTRAL

LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

R10

DORSAL

VENTRAL

LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

R15

DORSAL
VENTRAL

LEFT LATERAL
RIGHT LATERAL

R16

DORSAL

VENTRAL

LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

R18

DORSAL

VENTRAL

LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

R30

DORSAL

VENTRAL

LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

R37

DORSAL

VENTRAL

LEFT LATERAL

RIGHT LATERAL

=___""EEE

Nota. En la mayoria de ratas no blogueadas, se observa el cambio del medio de contraste de

dorsal a lateral y ventral hacia craneal del sitio de lesion.
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Figura 23. Imagenes longitudinales representativas del cambio en la via preferencial del flujo
del medio de contraste mas hacia craneal del sitio de la lesion, de una rata con lesion

traumatica de médula espinal subaguda leve.

+I]

Nota. Se observa el cambio del flujo dorsal a lateral y ventral en el sitio de lesion (asteriscos);
a) seccion sagital 2D de una mielografia que muestra vértebras y medio de contraste; b)
seccion sagital 2D, que muestra solo medio de contraste después de la sustraccién digital; c)

reconstruccion 3D. Las flechas indican la ubicacion de la canula intratecal.

6.2.3. Presencia de medio de contraste alrededor de las raices nerviosas
El medio de contraste también se observé a lo largo del trayecto de las raices nerviosas y no
solamente en el ESAE (figura 24). Aparentemente este fendmeno no estd asociado con la

presencia o ausencia de lesiones, y se desconoce la causa.
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Figura 24. Iméagenes representativas de la presencia del medio de contraste en el manguito

de las raices nerviosas.

Nota. a) Corte transversal en 2D que muestra el medio de contraste en la entrada de ambas
raices dorsales (asteriscos); b) Imagen longitudinal en 3D que muestra la presencia del medio

de contraste a lo largo de varias raices nerviosas (flechas).

6.2.4. Fuga de medio de contraste debido a ruptura del saco dural

Ocurrieron eventos inesperados, como por ejemplo la salida de medio de contraste desde el
ESAE debido el desgarro del saco dural en el momento de la cirugia de la columna vertebral
(laminectomia o LTME), que pasaron desapercibidos para el cirujano, pero fueron detectados
facilmente por la técnica de microtomografia con medio de contraste; esto ocurrié en dos

ratas que fueron excluidas de los andlisis de grupos (figura 25).
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Figura 25. Iméagenes de la fuga del medio de contraste en el sitio de la laminectomia.

Nota. a) Corte transversal 2D; b) corte longitudinal de una mielografia que muestra vértebras
y medio de contraste; c¢) reconstruccion longitudinal 3D. El dvalo verde encierra la imagen
del medio de contraste que escapa por la abertura del saco dural. Las flechas indican la

ubicacion de la canula intratecal.
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7. DISCUSION

7.1. Desarrollo de técnica mielografica y prueba en ratas integras

En el primer experimento se obtuvieron protocolos de estudios mielograficos en micro-TC
en ratas utilizando medios de contraste yodados y de oro, ademas de sustraccion de imagenes
digitales, que permitieron obtener mielogramas de alta resolucion sin interferencia de tejidos

adyacentes.

La mielografia clinica clésica obtenida por radiografia simple, solo permite visualizar
parcialmente el estado de permeabilidad de ESAE, asi como alguna fuga de LCR (Franco-
Bourland et al., 2013; lannotti et al., 2006), pero no proporciona informacion espacial o
detallada sobre la anatomia fina del ESAE. En cambio, los protocolos obtenidos en nuestras
investigaciones permitieron visualizar el ESAE sin interferencias de imagenes de huesos y

tejidos blancos adyacentes, y ademas se obtuvieron imégenes en 3D.

En humanos y perros se ha utilizado regularmente resonancia magnética y radiontclidos para
obtener imégenes de alta resolucion e informacion dinamica del ESAE (Baron et al., 2020;
Driver et al., 2019; Mason et al., 1998). Sin embargo, estas metodologias no son factibles en
roedores debido a diferencias notables de tamafio, falta de equipos de alto costo en nuestros
centros de investigacion, entre otras razones. Para superar estos inconvenientes, se recurrié a
la micro-TC, que proporciona imagenes con una resolucion espacial mas alta que la
tomografia clinica, y ademas es una técnica muy util en una amplia variedad de campos
biomédicos en roedores (Doost y Arnolda, 2021; Han et al., 2021; Zenzes y Zaslansky, 2021),
aunque no se habia aplicado a la obtencion de imagenes del ESAE. El sistema de micro-TC
utilizado en este experimento tuvo un limite de resolucion de alrededor de 100 pum, suficiente

para mostrar algunos detalles anatdmicos del ESAE en ratas.

62



Los medios de contraste que se usan con mayor frecuencia son positivos, especificamente
basados en yodo. Una de las nuevas propuestas de medio de contraste fue utilizar un
compuesto de oro, elemento quimico que al poseer mayor absorcion que el yodo, otorgaria
un mejor contraste de imagen al utilizarse en con una dosis mas baja de rayos X (Hainfeld et
al., 2006). En este primer experimento, se compararon tres medios de contraste que han sido
utilizados en estudios clinicos y preclinicos. lomeron y Fenestra son compuestos yodados.
lomeron es hidrosoluble y su componente principal es iomeprol, un agente no ionico
triyodado, equivalente a 400 mg de yodo/ml. Fenestra esta elaborada con una emulsion de
lipidos de aceite en agua, con un tamafio de particula de 150 nm, que contiene un triglicérido
yodado equivalente a 50 mg de yodo/ml. Con respecto a la eficiencia de atenuacion, la
diferencia de 8:1 en la concentracién de yodo entre estos dos agentes dio como resultado una
mayor atenuacion de rayos X para lomeron con el mismo volumen inyectado (120 pL), en
los protocolos EU y ED (figura 11). La forma en que ambos agentes de contraste se difunden
y se alojan en el ESAE también puede afectar la calidad de la imagen visualizada. Fenestra
fue elaborado para aumentar la duracion del contraste en la sangre y extender la ventana de
tiempo durante la cual se pueden realizar imagenes (Hubbell y Seltzer, 2004). En nuestro
experimento se utiliz6 esperando una distribucion homogénea y que se adhiriera a las paredes
del ESAE; sin embargo, no se lograron mejores imagenes mielograficas, ya que la baja
concentracion de yodo origind imégenes con contraste muy bajo. Otra limitacion para el uso

de Fenestra fue el costo elevado en comparacién con lomeron.

AuroVist es un medio de contraste positivo que consiste principalmente en NPO de 15 nm
de diametro (nucleo), estabilizadas con una cubierta organica soluble en agua, estas

caracteristicas ocasionan de que sea muy bien tolerado en altas concentraciones (hasta 200
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mg de Au/mL). Una ventaja significativa es que puede lograr un mayor contraste que los
agentes yodados, ya que el oro atenta casi 3:1 en comparacion con el yodo a 20 y 100 keV.
Al evaluar el protocolo de adquisicion de imagenes ED, se utilizaron configuraciones de 45
y 30 kV para energias altas y bajas, respectivamente, las cuales estan por debajo del borde K
dorado. Si tomamos el cociente del coeficiente de atenuacion total a 30 y 45 kV, obtenemos
2.72 para el oro y 2.44 para el hueso (Hubbell y Seltzer, 2004). Es decir que los valores de
oro y hueso cambian en casi la misma proporcion de imagenes EA a EB, lo que hace que la
sustraccion ponderada los elimine a ambos por igual, dando como resultado una imagen en
blanco. Por el contrario, para el yodo, el cociente anterior es 0.497 (debido al cruce de su

borde K), lo que permite la eliminacion selectiva de la imagen del hueso.

Las imagenes de sustraccion digital mejoradas con contraste, se refieren a técnicas basadas
en el uso de agentes para aumentar el contraste entre las areas de interés y la anatomia del
fondo. La sustraccion se realiza digitalmente utilizando los valores de pixeles de las imagenes
adquiridas con diferentes energias y/o después de la administracion de contraste. Estos
métodos permiten la visualizacion y evaluacién de estructuras de densidad radiolégica
similar a traves de las mejoras de contraste y resolucion (Berumen et al., 2016; Castillo et

al., 2016; Kuhlman et al., 2006).

Debido a que el protocolo ED no funcioné para AuroVist, se decidié experimentar mucho
mas en el protocolo EU para obtener imagenes con contraste mejorado y realizar la
sustraccion de imagenes. Al ver resultados positivos, se extendieron las pruebas del protocolo
EU con medios basados en yodo. Los resultados finales no solo fueron influenciados por el
protocolo de adquisicion de imagenes, sino también por el medio de contraste. Es asi como

después de los analisis tanto cualitativos como cuantitativos, la combinacion del protocolo
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de adquisicion de EU con lomeron proporciond los mejores resultados de imagen, mientras
que con Fenestra y con cualquiera de los dos protocolos de adquisicion se obtuvieron las

imagenes con menor contraste (figuras 11y 13).

Durante la adquisicion de imégenes, los movimientos respiratorios podrian originar
desenfoque de la imagen, desajuste de la geometria de adquisicién y afectar el proceso de
sustraccion digital con contraste. Este riesgo de artefactos por movimiento fue muy alto, ya
que el tiempo de adquisicion fue de 10 minutos para cada una de las dos iméagenes
consecutivas. Para reducirlo, se implementaron dos estrategias que funcionaron
adecuadamente: primero, colocar a las ratas en decubito lateral y de esta manera evitar el
movimiento de la columna vertebral ocasionado por la respiracion; y segundo, mantener la
anestesia en un plano muy profundo. Sin embargo, la posicion lateral favorecid la
sedimentacion gravitacional del medio de contraste, visible especialmente en los cortes
transversales. Dado que los artefactos de movimiento no se pueden evitar por completo, el
flujo de trabajo de procesamiento posterior incluy6 un paso de registro antes de la sustraccion
de imagenes, para obtener una mejor correspondencia geométrica' y minimizar los bordes que

surgen de la eliminacion incorrecta de los tejidos circundantes.

Los resultados de este experimento son preliminares, por lo que se requieren mas estudios
para mejorar esta técnica y aumentar su aplicabilidad. Entre las limitaciones tenemos que el
tamafio de la muestra fue pequefio, lo que solo permitid tener conclusiones preliminares. Por
otra parte, si bien el equipo de micro-TC permite una resolucion que proporciona detalles
aceptables, otros sistemas con mayor resolucion como resonancia magnética podrian permitir

una mejor visualizacién del ESAE.
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Se debe sefialar que las investigaciones con nuevos agentes de contraste y la tecnologia
desarrollada para la micro-TC preclinica también tienen el potencial de traducirse en mejoras

significativas en las imagenes clinicas (Ashton et al., 2015).

7.2. Caracterizacion de cambios en el espacio subaracnoideo espinal en ratas con lesion
medular

En lo que respecta al segundo experimento, este fue disefiado para estudiar los cambios en el
ESAE de ratas lesionadas mediante mielografias con sustraccién digital en micro-TC, en
funcion de la severidad y el tiempo transcurrido después de la lesion; y este seria el primer

reporte de iméagenes mielograficas de alta resolucion en ratas con LTME.

Las alteraciones en la permeabilidad del ESAE fueron los hallazgos mas destacados de este
estudio, y estas alteraciones dependieron principalmente de la severidad de la lesion, ya que
el bloqueo del medio de contraste hacia craneal fue mayor en las ratas con lesion severa, de

acuerdo con los andlisis cualitativos y cuantitativos.

Ademas de la intensidad de la lesion, el tiempo transcurrido después de la lesion también
juega un papel importante en los trastornos de permeabilidad del ESAE. Los cambios en la
distribucion del medio de contraste a lo largo del ESAE son los principales eventos
cuantitativos en la etapa aguda, mostrando mas tarde en la etapa subaguda una tendencia
hacia la recuperacion (figura 17). Aunque estos cambios son méas pronunciados en la etapa
aguda, la magnitud y la extension caudo-craneal varia de acuerdo con la gravedad de la

lesion.

Los cambios observados en la etapa aguda se pueden atribuir principalmente a la hinchazén

de la ME y al sangrado subaracnoideo, mientras que los observados en la etapa subaguda,
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cuando la hinchazon ha remitido y la hemorragia se ha resuelto, podrian resultar de la atrofia
de la ME y el estrechamiento del saco dural. Estos hallazgos de las variaciones, de
permeabilidad del ESAE en funcion de la intensidad de la lesion y del tiempo de la LTME,
son similares a lo reportado anteriormente tanto en estudios histoldgicos (figura 26) (Reyes-
Alva et al., 2013) como por cuantificacién del paso de particulas superparamagnéticas

(Franco-Bourland et al., 2013).

Figura 26. Estudio histopatoldgico del sitio de lesion en fase aguda que muestra patologias

de la médula espinal y espacio subaracnoideo espinal.

Nota. (A — C) Iméagenes de una lesion leve que muestra la luz del espacio subaracnoideo (*)
libre de hematomas, raices nerviosas descomprimidas (r), asi como plexo pial permeable

(&) y vasos sanguineos radiculares (#); La ME muestra necrosis y hemorragia. (D — F)
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Iméagenes de una lesion severa que muestra una oclusion casi completa del espacio
subaracnoideo, raices comprimidas (r), asi como vasos radiculares y piales no permeables.
(E) El hematoma (+), entre el saco dural (flecha) y la piamadre (puntas de flecha) muestra
signos tempranos de fibrosis (color azul). (F) Raiz nerviosa comprimida (r) entre el saco
dural (flechas) y la piamadre (puntas de flecha). La ME muestra abundante tejido
desvitalizado. Tincion de Masson. Barras de escala: (A'y D) 0,5 mm; (B, C, Ey F) 100 um

(Reyes-Alva et al., 2013).

Los resultados del andlisis cualitativo indican que el porcentaje de animales que mostraron
blogueo de ESAE fue mayor en la etapa subaguda en comparacion con la etapa aguda (figura
16). Este resultado difiere de los resultados cuantitativos basados en el analisis de la
distribucion del medio de contraste en la etapa subaguda. Para explicar esta aparente
discrepancia, se debe considerar que la recuperacion de la permeabilidad del ESAE en la
etapa subaguda se ha asociado principalmente a la atrofia de la ME. Sin embargo, el estado
tardio de la permeabilidad del ESAE esta determinado no solo por la atrofia de la ME, sino
también por la constriccion fibrosa del saco dural (Reyes-Alva et al., 2013). Por lo tanto,
posiblemente el estado tardio de la permeabilidad del ESAE dependera del predominio de
uno de estos dos fendmenos. Estos hallazgos, concuerdan con los reportados para las
alteraciones de la permeabilidad del ESAE en funcion de la intensidad de la LTME y
evaluados con estudios histologicos (Reyes-Alva et al., 2013) y mediante la cuantificacion

del paso de perlas superparamagnéticas (Franco-Bourland et al., 2013).
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Figura 27. Estudio histopatoldgico del sitio de lesion en fase cronica que muestra patologias

de la médula espinal y espacio subaracnoideo espinal.

Nota. (A) Lesion leve a los 3 meses de la lesion que muestra atrofia medular y recuperacion
de la luz del espacio subaracnoideo (*). Las raices nerviosas (r) estan libres en el espacio y
parecen de tamafio normal. No hay adherencia de la ME. (B) Lesion severa a los 3 meses
después de la lesion; la constriccion del saco dural (flecha) y la atrofia severa de la ME dan
como resultado un aumento de la luz del espacio subaracnoideo (*); la ME esta adherida a
nivel dorsal, las raices nerviosas muestran (r) atrofia y atrapamiento; es evidente un quiste
subaracnoideo (@) en el area de anclaje. Espacio epidural (ed). Tincion de Masson. Barras

de escala: 0,5 mm (Reyes-Alva et al., 2013).

Aunque no se lo investigo directamente, los resultados son indicativos de un flujo de LCR
impedido o suprimido, que podria representar dificultades para la llegada de nutrientes a la
ME, la eliminacion de productos de desecho, los ajustes del microambiente (por ejemplo, PH
y osmolalidad), soporte tréfico, regulacion de la respuesta inmune y otros mecanismos de
autoreparacion relacionados con la funcion del LCR (Bothwell et al., 2021). También es

posible que las alteraciones en la permeabilidad de ESAE descritas aqui puedan estar
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relacionadas con un mal resultado después de la lesion, debido a que se liberan enddgena y
exogenamente las sustancias administradas y las células transportadas en el LCR para la
reparacion del tejido neural no podran alcanzar eficazmente el sitio de la lesion. De manera,
que se deberian tener en consideracion estas alteraciones al planificar las terapias intratecales

para la LTME.

Como se ha indicado, ya se han realizado estudios sobre las alteraciones de la permeabilidad
de ESAE después de una LTME. Uno de los aportes de nuestra metodologia de imagen
micro-TC, es la capacidad de evaluar cualitativa y cuantitativamente la permeabilidad de
ESAE in vivo. De hecho, la heterogeneidad observada en los resultados tanto cualitativos
como cuantitativos entre los sujetos dentro de cada grupo fue sorprendente (figuras 18, 19,
20, 21y 22). Por ejemplo, en el grupo de control, aungque el ESAE es permeable al medio de
contraste en todas las ratas, el patron de distribucion es desigual. La distribucion no
homogénea del medio de contraste a lo largo del ESAE, ilustrada en los diagramas de la
figura 18, probablemente esté relacionada con varios factores, incluida la distribucion
gravitacional del medio de contraste, la estrechez del ESAE, la mayor viscosidad del medio
de contraste en comparacion con el LCR y la interferencia de estructuras neurovasculares en

el ESAE.

Estas variaciones de la permeabilidad del ESAE también fue observada en los cuatro grupos
experimentales, a pesar de que la lesion fue causada de manera controlada. Por ejemplo, en
el grupo 3 (dia 1, lesion severa), el 50% de las ratas mostraron obstruccion, mientras que las
otras tenian permeabilidad (grafico 21). Segun estudios previos, entre las posibles causas de
esta variabilidad se encuentran los cambios en el tamafio medular (por tumefaccion o atrofia),

presencia de hematomas subaracnoideos y alteraciones de la elasticidad del saco dural
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(Franco-Bourland et al., 2013; Reyes-Alva et al., 2013, 2014). Sin embargo, a pesar de la
heterogeneidad intragrupo, se detectaron diferencias estadisticas significativas entre los

grupos.

Con respecto a las vias preferenciales para el flujo del medio de contraste a través del ESAE
se observaron variaciones en la etapa subaguda (figura 23), independientemente de la
gravedad de la LTME, que podrian estar relacionadas con cambios histopatol6gicos como
por ejemplo, aracnoiditis postraumatica por fibrosis meningea, anclaje de la ME vy
atrapamiento de la raiz nerviosa (Keskin et al., 2021). Esta aracnoiditis es el resultado de la
evolucion de la inflamacion meningea aguda hasta la cicatrizacion tardia. Los hematomas
subaracnoideos pueden potenciar la irritacion e inflamacién meningea postraumatica aguda
que conlleva a una aracnoiditis cronica mas intensa (Aarabi et al., 2019; Peng y Conermann,
2021). Los resultados del presente trabajo son consistentes con el restablecimiento de la
dinamica del flujo de LCR propuesto por otros investigadores (Brodbelt et al., 2003; Jin et

al., 2021; Zhang et al., 2021).

El LCR puede drenar hacia el sistema linfatico a través de la union anatomica entre el ESAE
y el manguito formado por la extension del saco dural alrededor de las raices de los nervios
espinales (Brierley, 1950; Chen et al., 2015). El flujo del LCR desde el ESAE hacia los
nervios espinales ha sido identificado en estudios experimentales que involucran la
identificacion morfoldgica de trazadores inyectados en el ESAE (Brierley, 1950; Steer y
Horney, 1968). Ademas, la union entre el ESAE y la manga de las raices nerviosas ha sido
demostrada por diversos métodos de neuroimagen en humanos (Dietemann et al., 2012). El
nuevo hallazgo en el presente trabajo es la imagen de la raiz nerviosa y la manga que la rodea

en animales tan pequefios como ratas (figura 24).
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Se desconoce la razén por la cual solo se observaron algunas raices nerviosas en algunos de
los animales. Aunque se ha descrito que la obstruccion experimental del ESAE puede resultar
en la interrupcién del drenaje linfatico cervical en las vainas de la raiz del nervio espinal
(Berliner et al., 2019), no se observo correlacion entre la observacion de las raices y la
permeabilidad u obstruccion del ESAE de las ratas de los grupos experimentales.
Posiblemente variables como variantes anatomicas de la vaina de la raiz nerviosa,
(Dietemann et al., 2012; Maiuri et al., 1990), variaciones en las condiciones respiratorias
(Lloyd et al., 2020) y diferencias en la presion intratecal podrian estar involucradas en la

presencia del medio de contraste en la raiz nerviosa por el método de micro-TC.

En este experimento, mediante mielografia en micro-TC se detectaron dos animales que
presentaron fuga del LCR o medio de contraste (figura 24), por lo cual no fueron utilizados
para los anélisis grupales. Esta anormalidad tuvo como causa posible, el desgarro del saco
dural por la lesion traumatica o la laminectomia. En humanos, se considera que diferentes
formas de mielografias (Dietemann et al., 2012) y la sustraccion de imagenes digitales

(Nagesh et al., 2021) son eficaces para detectar fugas del LCR.
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8. CONCLUSIONES
1. Se logré desarrollar una técnica de mielografia in vivo con sustraccion digital, que

proporciona imagenes 2D y 3D de alta resolucidn sin interferencia de tejidos vecinos, en rata.

2. El grupo donde se obtuvieron los mejores resultados cuantitativos y cualitativos en ratas

integras fue el grupo con lomeron y energia Unica.

3. Con respecto a la lesion traumatica de médula espinal severa, mas de la mitad de los
animales tuvieron obstruccion del espacio subaracnoideo espinal tanto en estadios agudos

como subagudos.

4. Los cambios en la distribucion del medio de contraste a lo largo del espacio subaracnoideo
espinal fueron mas significativos en la fase aguda de las lesiones severas en el lugar de la

lesion.

5. En la etapa subaguda, independientemente de la severidad de la lesion, hubo un cambio en
la via preferida para el flujo del medio de contraste de la region dorsal a ventral y lateral a

partir del sitio de la lesion.

6. Se visualizaron detalles como el marcaje de las raices nerviosas y la fuga de medio de

contraste debido al desgarro del saco dural.
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