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RESUMEN

La falla en la regeneracion de las neuronas del sistema nervioso central (SNC) en vertebrados superiores es un pro-
blema que no se ha resuelto completamente, esto limita la rehabilitacion de muchas conductas motoras después
de una lesion en la médula espinal. En la regeneracion neuronal intervienen multiples factores y de estos, los que
inducen el crecimiento neuritico se han estudiado para intentar favorecer la extension y la reconexion de las neu-
ronas lesionadas con sus blancos. La regeneracion del SNC de sanguijuelas se ha estudiado intensamente porque
permite abordar el problema a diferentes niveles con distintas técnicas, en este trabajo se obtuvo el espectro de
absorcién optico, con espectroscopia fotoactstica (EFA), del SNC y de tejido de la sanguijuela Haementeria officina-
lis, con el objetivo de conocer las longitudes de onda 6ptimas para la irradiacion posterior de células del SNC y de
tejido H. officinalis. Los resultados de este estudio muestran que el SNC de estos organismos absorbe en la region
comprendida de 300 nm a 500 nm, y las muestras de tejido tienen un maximo de absorcion 6ptico proximo a 300
nm, ademas se observaron diferencias evidentes entre los espectros de absorcion 6pticos del SNC con lesién y el
control (sin lesion).

PALABRAS CLAVE: Haementeria officinalis, Espectroscopia Fotoactstica, Regeneracién Neuronal.
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ABSTRACT

The failure in the neuron regeneration in the central nervous system (CNS) in higher vertebrates, is a not completely
solved problem, this limits the rehabilitation of many motor conducts after an injury in the spinal cord. In neuronal
regeneration multiple factors are involved, between them those that induce the neurite outgrowth which has been
studied to try to encourage the extension and reconnection of the injury neurons with their blanks. The regener-
ation of the CNS of leeches has been intensely studied because allows to approach the problem at different levels
with different techniques. In this study the optical absorption spectrum of the CNS and the tissue of the leech H.
officinalis was obtained, by using photoacoustic spectroscopy (PAS), in order to investigate the optimal waveleng-
hts for later irradiation of CNS cells and tissue of H. officinalis. The results of this study show that the CNS of these
organisms absorbs in the region of 300 nm to 500 nm, and the tissue samples has a maximun of optical absorption
near to 300 nm, besides were observed evident differences between the optical absorption spectra of CNS with in-
jury and the control (without injury).

KEYWORDS: Haementeria officinalis, Photoacoustic Spectroscopy, Neuronal regeneration.
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INTRODUCCION

Después de una lesion que afecta al sistema nervioso, el
restablecimiento de las conductas motoras depende de
que las fibras nerviosas regeneren y se conecten correct-
amente a sus blancos, por tanto en el campo de la reha-
bilitacion motora se han realizado grandes esfuerzos y
creado multiples terapias tendientes a fortalecer las con-
exiones intactas por la lesion y a promover la reconexion
de los axones danados, sin embargo la recuperacion de
conductas motrices sigue siendo dependiente de la
capacidad de regeneracion de células del sistema nervi-
oso central (SNC), es decir, de la conectividad de axones
periféricos con sus blancos ya que el grado de rehabil-
itacion depende del ntimero de conexiones saludables y
nivel maximo en que pueden fortalecerse.

Para comprender el proceso de regeneracion del SNC
se han estudiado a las sanguijuelas desde hace mas de
40 afios ™, pues en ellas se conoce la ubicacién, la mor-
fologia y la actividad eléctrica de las neuronas mecano-
sensoriales asi como sus conexiones en el SNC, ademas
ofrecen diversas ventajas, como lo son: la capacidad de
regenerar in vivo como in vitro, la posibilidad de realizar
diversos estudios, tanto moleculares, como electrofisi-
olégicos, bioquimicos y conductuales entre otros, por
tanto permite abordar el problema de regeneracion
neuronal a diferentes niveles con técnicas modernas 2,
y puesto que este organismo es capaz de recuperarse de
lesiones en su SNC de forma natural, el estudio de la
recuperacion motriz después de una lesion inducida en
el SNC da la posibilidad de probar diversas formas de
estimulacion tanto fisicas como quimicas en un tiempo
relativamente corto (2 a 4 semanas), ademas, las propie-
dades eléctricas de la membrana neuronal, los canales
ionicos y los neurotransmisores, son semejantes o
idénticos a los del resto de los animales 3.

Por otra parte, estudios realizados en animales, han
generado resultados alentadores al colocar dispositi-
vos generadores de campos eléctricos en la zona de
lesion de médula espinal, lo que ha favorecido la reha-

bilitacién de conductas motoras en animales adultos
41 también se ha probado la estimulacion eléctrica en
la rehabilitacién periférica 5% y se ha mostrado que
favorece la regeneraciéon de neuronas cultivadas del
SNC 7, sin embargo los resultados siguen siendo limit-
ados y atin quedan muchas preguntas por responder.
Por este motivo la implementacion de técnicas fisicas,
como lo es espectroscopia fotoactstica (EFA), en areas
biomédicas 9 ha permitido comprender como es la
interaccion de la luz visible con muestras biologicas,
para poder diagnosticar ! o tratar algunas enferme-
dades, como lo son diferentes tipos de cancer 23, La
absorcién de luz modulada 4 y luz continua en la
region visible del espectro electromagnético puede
generar fenomenos fisicos y quimicos, ejemplo de esto
es la fotosintesis, la fluorescencia, absorcion de vitam-
ina D, entre otros. Para el problema especifico de la
regeneracion del SNC, en este trabajo se propone
estudiar la absorcion optica de muestras de tejido y de
SNC de la sanguijuela Haementeria officinalis, y con
esto determinar cual es el rango de longitudes de onda
optimo en el que las moléculas de estas muestras estan
absorbiendo la radiacion, y posteriormente analizar si
la absorcion de luz puede inducir regeneracion en
estas células y bajo qué condiciones lo haria, si bien
existen otros grupos de investigacion que trabajan con
H. officinalis, hasta donde se sabe no se han reportado
estudios acerca de sus propiedades oOpticas. Los estu-
dios en sanguijuelas buscan los mecanismos basicos
de funcionamiento y respuesta del SNC, precisamente,
estos estudios pretenden ayudar a comprender como
responde el sistema nervioso a un protocolo de estim-
ulacion y dar la pauta para aplicarlos en organismos
mas cercanos evolutivamente al humano.

METODOLOGIA
Para producir la lesion en el SNC del organismo adulto
completo de H. officinalis, esta se anestesia durante 15
minutos en 10% de etanol, luego se fija con alfileres
entomologicos en un plato con cera y se realiza una
incision ventral en la piel para descubrir el nervio
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conectivo, el esquema de las partes del organismo de
la sanguijuela se muestra en la Figura 1, luego se gen-
era lalesiéon del cordén nervioso aplicando compresion
con unas pinzas (Dumont No. 5) en una extension de
300 um, con lo cual los axones se separan inter-
rumpiéndose la continuidad fisica y eléctrica [5:1],
como se aprecia en la Figura 2. Después se realiza una
microdiseccion para extraer el SNC lesionado, este
procedimiento es el mismo para extraer el SNC sin
lesionar. Tambien se tomaron segmentos de tejido de
la pared corporal del lado ventral de la sanguijuela con
aproximadamente 500 ym de espesor.

Zoviade Lesion Sistema Nervioso Central Ganglio

Posterior —»

Tejido

v

Nervio Conectivo

FIGURA 1: Diagrama de una sanguijuela y de su SNC, el cual
esta compuesto de 21 ganglios intermedios y ganglios
fusionados en la cabeza y en la cola del animal. La lesion se
hace por obturacién con pinzas de microdiseccién sobre el

nervio conectivo entre los ganglios segmentales 7 y 8.

FIGURA 2: Lesion inducida en el SNC de H. officinalis, se
muestra parte del nervio conectivo que une dos ganglios
segmentales y el efecto de obturar las fibras nerviosas que
conectan a los mismos debido a la lesion.

Después las muestras de SNC con lesion, sin lesion y
de tejido fueron procesadas en un espectrometro foto-
acuastico empleando la configuracion de transmision,

para cada medicién se utilizaron organismos con masa
de 0.3 gr. Los espectros de absorcion 6pticos fueron
obtenidos en un rango de longitudes de onda de 250
nm a 900 nm, el arreglo experimental se muestra en la
Figura 3 y consta de una lampara de Xe con monocro-
mador, y un modulador mecanico con una frecuencia
fija de 17 Hz. Laluz modulada es guiada a través de una
fibra Optica hasta la celda fotoactiistica, donde se
encuentran las muestras a estudiarse. La senal foto-
acustica, generada por la absorcion optica de la mues-
tra, es detectada por un micréfono que esta conectado
a un amplificador Lock-in que a su vez esta acoplado a
una PC que procesa los datos de amplitud (reportados
en unidades arbitrarias u.a.) y fase en funcion de la
longitud de onda.

Amplificador Lock=in

Lampara de Xe

/ Monocromador

FIGURA 3: Arreglo experimental usado para realizar espec-

Amplificador

troscopia fotoactstica.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 4 muestra que el SNC de estos organismos
absorbe en la region comprendida de 300 nm a 500 nm
con 0.20 u.a. (¢ = 0.018 u.a., con n=4) y 0.23 u.a. (c =
0.018 u.a., con n=4) respetivamente en estas longi-
tudes de onda, esto cuando el SNC no esta lesionado, a
su vez el SNC con lesion tiene una banda de absorcion
optica que comienza proxima a 300 nm con 0.25 u.a. (c
= 0.065 u.a., con n=4) decayendo paulatinamente a
mayores longitudes de onda. Para el caso de las mues-
tras de tejido se encontré que la absorcion optica pre-
senta un maximo alrededor de 300 nm (¢ = 0.039 u.a.,
con n=2), seguido de un decaimiento lineal hasta 600
nm (c = 0.063 u.a., con n=2), como lo muestra la, poste-
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riormente una banda de absorcién en el rango de 600
nm a 800 nm debida a la presencia de algas que viven
en simbiosis con H. officinalis, entonces es posible
atribuir esta Gltima banda de absorcién a que las algas
contienen clorofilas.
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FIGURA 4: Espectros de absorcion opticos, obtenidos por
EFA, del SNC de H. officinalis. a) Sin lesion, b) con lesién.
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FIGURA 5: Espectro de absorcion éptico, obtenidos por EFA,
de tejido de H. officinalis.

Los resultados mostraron que la absorcion de luz
modulada, en la region visible del espectro electro-
magnético, es mayor cuando el SNC se ha lesionado,
esto podria atribuirse a que después de una lesién en el
nervio conectivo existe una acumulacion de células

microgliales en la zona de lesion 7, por tanto la den-
sidad de la muestra cambia después de la lesion y
entonces la luz que llega a la muestra puede ser mayor-
mente absorbida y dispersada, lo cual provoca cambios
en el espectro de absorcion 6ptico. Las diferencias
obtenidas entre los espectros abren la posibilidad de
estudiar la evolucién en la regeneracion del nervio
lesionado y de distinguir 6pticamente un SNC con
lesion de uno sin lesion.

CONCLUSIONES

El presente trabajo permitié determinar las longi-
tudes de onda en las cuales el SNC y tejido de H. offici-
nalis esta absorbiendo mas la radiacion electromag-
nética, lo cual indica una mayor interacciéon con las
moléculas que los componen. Es necesario mencionar
que este estudio no es posible con técnicas espec-
troscopicas convencionales, por la naturaleza biolégica
de las muestras, siendo asi importante la imple-
mentacion de espectroscopia fotoactstica en este tipo
de estudios, pues ademas, esta técnica no es invasiva
con la muestra a estudiar. A partir de esto se propone
el uso de luz modulada o continua, en las regiones de
absorcion obtenidas, para investigar si es posible indu-
cir regeneracion en el SNC con un haz de luz LED que
emita en las longitudes de onda especificas obtenidas
en el presente estudio.
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