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RESUMEN

En la presente Tesis doctora se ha caraterizado un modelo de lesion fotoquimica de la médula
espina de la rata, basado en la aplicacion topica del agente fotoactivo rosa de bengala. En los
diferentes grupos experimentales estudiados, se ha constatado que a mayor tiempo de fotoactivacion
del colorante, mayor es la lesion producida en los animales, que desemboca en un pérdida progresiva
de las capacidades neuroldgicas y funcionales de éstos (Trabagjo 1). Asimismo, las lesiones
fotoquimicas realizadas producen cambios en lareactividad glia y neuronal similares a los producidos
tras unalesion traumética de la médula espina (Trabgo 2).

Con € objetivo de avanzar an la busqueda y mejora de unaterapia promotora de la recuperacion
funcional de la médula espinal dafiada, se han evaluado los efectos del transplante de glia envolvente
del bulbo olfatorio en animales con una lesién fotoquimica. En los estudios a corto plazo, se ha
evidenciado e papel neuroprotector ejercido por € transplante glial, ya que los animales con
transplante presentaron una menor cavidad necrética, atribuible a una menor reactividad astrocitaria,
gue los animales del grupo control (Trabajo 3).

También se han estudiado los efectos de una lesion en diferentes segmentos espinales, y se ha
evidenciado que la lesiones en los segmentos lumbares afectan severamente las funciones motoras, en
comparacion alas producidas en los segmentos torécicos de la médula espinal (Trabajo 4).

Con € fin de evaluar lainfluencia del transplante en la recuperacion funcional de los animales a
largo plazo, se escogié € modelo de lesién fotoquimica en e segmento torécico. Los resultados
obtenidos muestran que los animales con e transplante celular presentaron mayor preservacion de
parénquima medular, asi como una mejor respuesta neuroldgica y funcional que los animales sin
transplante (Trabgjo 5). Ademas, en comparacion con e transplante de células de Schwann, €l
transplante de glia envolvente redujo la reactividad glial y promovié una mejor respuesta
electrofisiol6gica (Trabgjo 6).

Por dltimo, se ha estudiado la influencia del método de transplante celular en los efectos
gjercidos por este en lamédula espinal, observandose que e transplante por medio de unainyeccion, a
baja presion y de forma continua es similar a transplante en forma de pulsos de aire repetidos
(Trabago 7).
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Seguramente, no hay peor condicion para e ser humano que la privacion de su libertad. En lo
referente a plano metafisico, e hombre ha mostrado una y otra vez alo largo de la historia, no poder
estar sujeto a una unica conviccion politica o ideal, por lo que ha tenido que reiteradamente luchar
contra las imposiciones para poder recuperar los dominios de su voluntad. En cambio, fisicamente el
hombre esta determinado por la estructura y por las fuerzas de la naturadeza sin que, de momento,
pueda comprenderlas ni modularlas a su capricho. Es por ello que se halla incondicional mente sujeto a
su régimen de accién con escaso, 0 nulo, margen de accién.

Las lesiones neuroldgicas, y en especia los traumatismos medulares gjemplifican, en buena
medida, la impotencia y la frustracion del hombre ante la incapacidad de restaurar la libertad de
movimiento y de sensacion perdidas tras una lesion. Las secuelas producidas por éstas son, de
momento, inamovibles y perdurables hasta € final de la vida del paciente, sin que éste tenga
posibilidad de megjora.

Es por ello que, desde la cienciay otras disciplinas afines se lucha para mejorar la calidad de
vida del lesionado medular ya sea por la rehabilitacion e insercion social, o por la blusgueda de terapias
que permitan laregeneracion del sistema nervioso, de tal forma que devuelvan a paciente la autonomia

perdidatraslalesion.

Anatomia funcional dela médula espinal

Lameédula espinal es una estructura delicada, que se asemeja a un cilindro ligeramente aplanado
y que se alojaen € interior de la columna vertebral. Rostralmente contintia con el tronco del encéfalo y
caudalmente se afila, de manera brusca, dando lugar al cono terminalis, de donde parte una fina banda
detgido conjuntivo que laune a la primera vértebra coccigea. A 1o largo de todo su e longitudinal, la
médula espina mantiene una organizacion segmentaria, donde cada segmento mantiene un patron
estructural parecido. De este modo, de cada segmento espinal nace bilateralmente un par de nervios que
conectan las estructuras del cuerpo con las neuronas espinales. Los axones sensoriales penetran en la
meédula espinal por las raices dorsales, mientras que los axones motores y auténomos parten de las
raices ventrales para inervar la musculatura 'y los 6rganos internos del cuerpo. Esta conectividad hace
gue la médula espina constituya el mayor circuito nervioso del cuerpo, a traves del cua las sefiales
motoras y sensoriales conectan reciprocamente las estructuras del encéfalo con el resto del cuerpo.

Para poder abordar con éxito su funcién la médula espinal requiere en primer lugar, una ata

especializacion morfolégica y fisiolégica de las células que la componen, y una precisa ordenacion
1



INTRODUCCION

histologica de éstas. Por este motivo, la médula estd organizada en forma de tractos descendentes y
ascendentes compuestos por axones intimamente entremezclados en una malla de células gliaes, las
cuales forman una estructura casi cristalina (Suzuki y Raisman, 1992). Una seccion transversal de la
médula espinal muestra un area central, formada por la sustancia gris donde se ubican los cuerpos
celulares de las neuronas espinales. En las astas dorsales se localizan nulcleos de neuronas que
intervienen en el relevo y procesamiento sensorial, en las astas intermedias se hallan las neuronas del
sistema nervioso auténomo, mientras que en las astas ventrales se ubican las interneuronas y las
columnas de motoneuronas, que son la Ultima estacion de control de los comandos motores. La
sustancia gris esta tangencialmente rodeada de sustancia blanca, la cua estéd compuesta por haces de
fibras nerviosas, organizadas formando tractos espinales, que conectan las neuronas espinales con los
nucleos neuronales del tronco y de la corteza cerebral.

Los tractos descendentes filogenéticamente méas antiguos constituyen el sistema descendente
media, € cua esta compuesto por neuronas del tronco del encéfalo que proyectan sus axones
ipsilateralmente por los funiculos ventrales y ventrolaterales para sinaptar con las interneuronas y
motoneuronas espinales situadas en la porcion mas medial de las astas ventrales. A este sistema
pertenecen los tractos vestibuloespinal, reticuloespinal y tectoespinal, que congtituyen las vias del
mantenimiento bésico de la posturay de lalocomocién. En cambio, € control fino de los movimientos,
sobretodo €l de los digitos de las extremidades, esta regulado por los tractos filogenéticamente mas
modernos que son € rubroespinal y corticoespinal, los cuales forman e sistema lateral (Kuypers,
1981). El tracto rubroespinal esté4 formado por los axones de las neuronas del nicleo rojo del tronco
encefdico, los cuales decusan y descienden contralateralmente por € funiculo lateral para sinaptar
directa o indirectamente con las motoneuronas més lateralizadas de |as astas ventrales. En cambio, €l
tracto corticoespinal estd compuesto por los axones proyectados por las células piramidales de la V
capa de la corteza motora. Un rama de éstos decusa en el tronco del encéfalo y desciende por la parte
mas dorsal del funiculo lateral para sinaptar con los nlcleos motores espinales, mientras que, una
porcion mas pequefia desciende ipsilateralmente por € cordon ventral de la médula espinal. Aunque
esta distribucion estructural es compartida por todos los mamiferos, existen pequefias diferencias
anatomicas caracteristicas de cada grupo. La mas notoria es, por gemplo, que a diferencia de los
humanos, en los roedores el tracto corticoespina desciende por la parte mas ventra del funiculo dorsal
(Brosamle et a., 1997).

Los tractos ascendentes espinadles estdn agrupados seguin su ubicacion en e parénquima
medular. Asi, mientras que por e cordon ventrolateral ascienden |os axones que cruzan lalineamediaa
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nivel de la comisura anterior y finalizan en diversos territorios encefdicos contraateraes, los axones

gue ascienden ipsilateralmente por € corddn posterior finalizan mayoritariamente en el bulbo raquideo.

En funcion de su area de terminacion, los tractos del cordén ventrolateral se agrupan en tres
sistemas:. los espinotalamicos, que desembocan en € tdlamo, los espinoreticulares que finalizan en la
formacion reticular y 10s espinocerebel osos que terminan en el cerebelo y en niicleos relacionados con
él. Los dos primeros tractos conducen sensibilidad termoalgésica, téctil y de presion, mientras que los
ultimos transmiten informacion propioceptiva.

Las vias del cordon posterior contienen aferencias primarias de las raices dorsales y axones de
neuronas espinales. Las primeras forman la via directa de los cordones posteriores que acaban en los
nucleos gracilis y cuneato del bulbo raquideo. Desde aqui se proyectan axones a tdlamo, donde hacen
relevo parafinalizar en la corteza somatosensorial. Por esta via se transmite informacion propioceptiva,
asi como laimplicada en € procesamiento complg/o como la discriminacion téctil entre dos puntos, la
vibracién o laintensidad de la presion. Las fibras que proceden de las neuronas propioespinales forman
la via postsinaptica del corddn posterior, y sus axones singptan con los niicleos del tdlamo. Por estavia
se procesa informacion propioceptivay tactil (Armengol 1999, Kelly 1985, Martin 1998, Tracey 1995).

A pesar de que la estructura y funcion de los circuitos espinales son similares en los diferentes
grupos de animales, la propia historia natural de cada grupo, ha forjado diferencias importantes entre
ellos. En este sentido, alo largo de la evolucion, los seres vivos han ido modificando y perfeccionando
las propiedades de los componentes del sistema nervioso central (SNC), adecuandolos de la mejor
manera posible a las exigencias y a control del medio donde viven. Dado que € hébitat de los grupos
zool 6gicos mas antiguos fue el medio marino, no necesitaron del desarrollo de compleas extremidades
para la gecucion del movimiento, por lo que € control motor se limitd a movimientos sencillos,
facilmente g ecutados por los nlcleos del tronco del encéfalo. En cambio, la colonizacion del medio
terrestre, y la subsiguiente aparicion de las extremidades, requirio del desarrollo de nuevas estructuras
encefdlicas que pudieran integrar eficazmente los nuevos comandos motores necesarios para la
locomocion, y esta fue la causa de la aparicion del sistema descendente lateral, basicamente del tracto
rubroespinal. La evolucion siguid su curso, y los animales terrestres desarrollaron maniobras motoras
mas complegjas, que requirieron un procesamiento sensiromotor mas refinado. Por este motivo, se
origing la corteza cerebral y las estructuras emparentadas con ella. El aumento de superficie neura y de
conexiones singpticas permitio la elaboracion de comandos mas complicados y de un aumento en €l
control fino de las extremidades (Holstege, 1995). Es por ello que, en las especies animales més

avanzadas, como |los primates o los humanos, recaiga sobre la corteza motoray el tracto corticoespinal

3
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un papel imprescindible para la locomocién, mucho més relevante que e de cualquier otro nicleo y
tracto espinal motor. Prueba de ello es que ligeras lesiones del tracto corticoespinal provocan la
paraplegjia o tetraplgjia (Nathan, 1994). En cambio en los mamiferos mas antiguos, e control sobre la
locomocion recae en estructuras del tronco del encéfao, por lo que lesiones del tracto corticoespina o
rubroespinal no comportan graves déficits motores (Schucht et al., 2002), mientras que la parapl€jia o
tetraplegjia se consigue mediante la afectacion de las vias del sistema medial. Ademas los roedores y
animales emparentados presentan una gran plasticidad y en lesiones en las que tan solo se preserva un
5% del parénquima ventral medular, los animales mantienen las habilidades locomotoras (Fehlings y
Tator, 1995).

Por ultimo, hay que remarcar que la vision actua de la médula espinal ha dejado de ser la de
una complegja red de soporte para €l desarrollo de reflgjos involuntarios y para la transmision de la
informacién, sino que se entiende como un conjunto de nlcleos y vias nerviosas que, aunque
anatomicamente no estén localizados en e encéfalo, desempefian funciones complegjas destinadas al
disefio, control y modulacién sensiromotora (Bizzi et a., 2000, Wolpaw y Tennissen, 2001, Raintenau
y Schwab, 2001).

2. Lalesion traumatica dela médula espinal

2.1 Epidemiologia de lalesiéon traumética

Las lesiones traumaticas del SNC son una de las causas que mas muertes y minusvalias
provocan en personas jovenes (Marion, 1998). Concretamente, las lesiones de la médula espinal, aun
no siendo tan comunes como |los traumatismos craneoencefdlicos (Zink, 2001), producen unos efectos
devastadores en las personas que las sufren; e paciente presenta pardisis motora y pérdida de la
sensibilidad de los segmentos corporales por debgjo de la zona de lesién, asi como disfuncién
intestinal, urinaria y sexual. Es por ello que € paciente necesita, de forma crénica, la asistencia
sanitaria y e cuidado de sus familiares, haciendo que las lesiones medulares trasciendan del plano
personal al familiar y estatal, por lo que plantean una probleméticamédicay socia de gran repercusion
socioecondmica. En Espafia (1992) se estima que € promedio de coste de un paciente con lesion
medular desde su primer tratamiento hasta su ata es de 8.000.000 de pesetas, o que redunda en un
dispendio global en € dmbito estatal de aproximadamente 30 mil millones de pesetas (Mazaira, 1997).

Se estima que en los paises industrializados, la incidencia de las lesiones trauméticas es de 15-
40 nuevos casos por millon de habitantes (Girolami et al., 1997). La mayoria de los accidentados son
varones jovenes de edades comprendidas entre 15 y 35 afios. El accidente de trafico es la principa

causa gque provoca estas lesiones, y constituye € 54% del total de la etiologia traumética. Otros
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desencadenantes, menos frecuentes, son los accidentes laborales, 1a practica de deportes de aventura, y
en un pequefio porcentaje las agresiones violentas por heridas de arma blanca o disparos (Mazaira,
1997). Latasa de mortalidad de los lesionados medulares asciende al 50% de los pacientes que acuden
al hospital por primera vez tras € accidente. Los casos de supervivencia son debidos a la
implementacion de los primeros auxilios en los centros hospitalarios, donde farmacol 6gicamente se

frena e desarrollo deinfecciones, de embolias pulmonaresy de coagulosy trombos.

2.2. Modelos experimentales en € estudio de |las | esiones trauméaticas.

El conocimiento de lafisiopatologia medular, asi como el de las posibles terapias promotoras de
la neuroproteccién y regeneracion de las neuronas centrales, se debe en gran medida a desarrollo de
model os experimentales con animales de laboratorio, que mimetizan los efectos agudos y alargo plazo
del traumatismo medular humano, asi como la plasticidad de lamédula espinal.

No obstante, € disefio de un modelo experimental de lesion medular en animales que sea
clinicamente relevante es dificil. En gran parte se debe a que a lo largo de la evolucién de la lesion
intervienen un gran numero de factores, y es muy complgo tenerlos todos plenamente controlados
(Martinez y Marcillo, 1995). En consecuencia, factores como la anestesia, la laminectomia vertebral, la
especie experimental, el procedimiento quirdrgico o las fuerzas generadoras de la lesion pueden hacer
variar enormemente larespuesta del animal y dificultar 1a extrapolacién de los resultados a humanos.

A pesar de estas dificultades, existen diversos modelos experimentales de lesion traumatica que
se clasifican y diferencian en funcion de la naturadeza causante de la lesién. De este modo, nos
encontramos con modelos de contusién, donde un peso genera una fuerza compresiva aguda sobre la
médula espinal, modelos de compresion, donde la fuerza aplicada es persistente durante un periodo de
tiempo, model os de seccion 0 hemiseccion, donde se secciona parcial o totalmente €l area transversal
de la médula espina, y también lesiones vasculares donde se desencadenan los procesos post-

trauméticos de isquemiatisular.

2.2.1 Modelos de contusion

Las lesiones por compresiéon aguda, o contusion, son aguellas en las que se aplica una fuerza
sobre la médula espina durante un instante de tiempo, provocando una alteracién mecanica del tegjido
nervioso, que va seguida por €l progreso de déficits morfol 6gicosy funcionales.

El uso de modelos de compresion en € estudio de lesiones de la médula espinal se remonta al
inicio del siglo pasado, cuando Allen introdujo e primer modelo experimental que producia una lesion
cuantificable y reproducible. Esta consistia en dejar caer una masa, de peso conocido, a través de un

tubo de longitud conocida, sobre la médula toracica expuesta del animal (Allen, 1911). Este modelo se
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bautizo con el nombre de "weight-drop™” o caida de peso. La severidad de lalesion producida podia ser
facilmente cuantificada por medio de lavariacion del peso o de la altura desde donde se liberara.

Desde su invencién, la técnica del weight-drop ha sido criticada, modificada y mejorada
reiteradamente por numerosos investigadores, y es en la actualidad € procedimiento de contusién méas
utilizado. Modificaciones posteriores acoplaron un dispositivo sobre la médula, de tal forma que el
peso impactaba sobre éste, y a deformarse comprimia la médula espina (Freeman-Wright, 1953).
Posteriormente se aplicaron sensores electronicos que permitian calcular la energia liberada por la
compresion (Molt et al., 1978), o e uso de materiales magnéticos que evitaban el rebote del proyectil y
la secuencia de repetidas compresiones después de la principal (Ford et a., 1983). En la actualidad, la
mayoria de laboratorios utilizan €l modelo de contusiéon estandarizado por la Ohio State University
(Bresnahan et a., 1987) o por la New York University (Basso et a., 19964). El primero consiste en
dejar caer un peso desde una atura determinada por € interior de un cilindro. Tras la caida, € peso
comprime directamente la médula espinal expuesta. Por medio del empleo de un aparato de medida se
calcula indirectamente la velocidad y la compresion gjercida sobre la médula espinal, 1o que permite
cuantificar e grado de lesion gercida (Gruner, 1992). El segundo modelo se basa en € recurso de un
dispositivo electromecanico transductor de fuerza colocado sobre la superficie de la médula espinal
expuesta. Cuando e experimentador da la sefial, € dispositivo se desplaza unos milimetros por debajo
de laposicion inicial, produciendo una contusion instantanea de la médula espinal. En este modelo no
hay una caida de peso sino que se gradla el desplazamiento del transductor (Stokes, 1992).

2.2.2 Modelos de compresion

Los modelos de compresion son aquellos en los que se aplica una fuerza sobre la médula
espinal de forma continua o persistente a lo largo de un intervalo de tiempo. El modelo origina fue
descrito por Tarlov (1953) y se basa en la colocacion de un balon hinchable en el espacio extradural,
para posteriormente inflarlo a presion o a intervalos de tiempo conocidos. Un modelo aternativo es la
aplicacién de clips de aneurismo sobre la médula espinal, que permite producir lesiones de diferente
severidad en funcion del tiempo o de la fuerza aplicada por e clip (Rivlin y Tator 1978, Joshi y
Fehlings 2002a, 2002b). También se han desarrollado modelos en los que se mantiene un peso durante

un determinado periodo de tiempo sobre la médula espina expuesta (Gledhill, 1973).

2.2.3 Model os de seccién

Las lesiones por seccion permiten redlizar la disrupcion de tractos espinaes concretos,

generando una lesion nitida y bien localizada. Como en la mayoria de lesiones experimentales, se

reguiere un paso previo que consiste en realizar la cirugia espinal, y posteriormente realizar la seccion
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con una cuchilla, bisturi o tijeras. Se han desarrollado procedimientos alternativos donde el uso de un
laser permite la seccion de la médula espinal sin necesidad de realizar |a laminectomia vertebral. En
esta situacion la energia del laser es capaz de atravesar € tgido 6seo y muscular para dafar
directamente el parénquima medular. Ademas, la seccion producida es mas nitida que la producida con
bisturi (delaTorre, 1984)

2.2.4 Modelos de lesién vascular

A diferencia de los modelos de contusion, compresion o secciédn, las lesiones vasculares no
producen una distorsiéon mecénica del tgjido medular. Es por ello que las lesiones puramente
isquémicas producen cambios bioquimicos, morfolégicos y funcionales diferentes a los producidos por
lesiones mecanicas. Existen diversos procedimientos para generar la isquemia medular; se puede
conseguir por medio de la obstruccion de la vena posterior, por la inyeccion de agentes
polimerizadores, por la obstruccion de la aorta torécica con clips de aneurismo, o por la obstruccion de
los capilares medulares por medio de agentes coagulantes. En esta Ultima aproximacion se engloban las
lesiones fotoquimicas, desarrolladas originamente por Watson y colaboradores, primero en e cerebro
y después en la médula espinal (Watson et a., 1985, 1986, Prado et al., 1987). Las reacciones
fotoquimicas son un modelo utilizado en diversos campos de la investigacion neurobiol6gica que se
basan en la capacidad de ciertas moléculas organicas, como el rosa de bengala o la eritrosina B, de
formar especies reactivas del oxigeno a ser irradiadas con un haz de luz de determinada longitud de
onda. La interaccion de la luz con € rosa de Bengala resulta en la transferencia de la energia de los
fotones a oxigeno, concluyendo en la formacion de radicales libres (Spikes et al., 1991). La presencia
de rosa de Bengala fotoactivo en un tejido produce la interaccién de las especies reactivas de oxigeno
formadas con proteinas y lipidos insaturados de las membranas celulares y de compartimentos
citoplasméticos produciendo su peroxidacion y por tanto disfuncion celular (Vaenzeno et al., 1987).

La lesién fotoquimica desarrollada por Prado y colaboradores (1987) consistié en la ateracion
de la vasculatura medular a partir de la fotoactivaciéon del rosa de Bengaa. El procedimiento consistio
en introducir un bolo de rosa de Bengala intravenoso para posteriormente irradiar la columna vertebral
del animal con una fuente de luz laser. En este procedimiento experimental la cirugia no es necesaria,
ya que € arco vertebral es lo suficientemente tranducido para que las ondas laser lo atraviesen y
transfieran su energia a la médula espina subyacente. La reaccién fotoquimica produjo la
peroxidacion de proteinas y acidos grasos insaturados de la cara luminal del endotelio, estimulando la
adherencia y agregacion plaguetaria, resultando en la formacién de un trombo y la subsiguiente
obstruccién vascular e isguemia (Watson et a., 1986). En estudios posteriores se estudio las

alteraciones neurologicas y funcionales producidas a aumentar el tiempo de fotoactivacion (Prado et
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al., 1987), asi como se caracterizd, por medio de estudios con microscopia Optica y electronica, la
evolucion temporal de lalesién inducida (Cameron et al., 1990, Bunge et al., 1994, Olby y Blakemore
1996).

Desde su aparicion, se han desarrollado distintas variantes del procedimiento experimental,
entre las cuaes, las més notorias son las introducidas por Van Rempts and Borgers (1993) y por
Madsen y colaboradores (1998). Van Rempts y colaboradores estudiaron los efectos desmielinizantes
de los axones periféricos inducidos por la activacion del rosa de bengala aplicado topicamente sobre el
nervio periférico. La exposicion del nervio permitio el uso de una fuente de luz fria en vez de laser, ya
gue no era necesario atravesar ninguna estructura 6sea. Los autores observaron la desmielinizacion de
los axones y la infiltracibn masiva de células sanguineas en e &aea de nervio lesionada
fotoquimicamente. Por e otro lado, la lesién fotoquimica realizada por Madsen consistié en la
inyeccion intravenosa del rosa de Bengalay su fotoactivacion a través de lairradiacion con una fuente
de luz fria sobre la médula espina expuesta (Madsen et al., 1998). La lesion producida en la médula,
descrita como fototrombdtica, consistio en la destruccion tisular de la mitad dorsal del parénquima
medular.

No obstante, no hay en la literatura estudio alguno que caracterice los efectos producidos en la
meédula espinal a lesionarla fotoquimicamente por medio de la aplicacion topica de rosa de Bengalay
la subsiguiente irradiacion con una fuente de luz fria, lo que provoca una laguna conceptua y
experimental para € uso y desarrollo de la lesion fotoquimica como herramienta experimental

encaminada al estudio de la neuroproteccion y regeneracion de lamédula espinal.

2.3 Caracteristicas de las | esiones trauméticas

A partir de estudios experimentales y de observaciones clinicas se ha establecido una secuencia
dindmica en el desarrollo de lalesién medular, en la que se pueden distinguir dos fases concomitantesy
consecutivas en € tiempo. El propio traumatismo sobre la médula espinal constituye la lesion primaria.
Esta fase es la responsable de producir la lesién. Se caracteriza por ser un proceso accidental y no
modulable, y el dafio que produce es la consecuencia inmediata de su accién. A partir de la afectacion
tisular producida por lalesién primaria se desarrolla la lesion secundaria, durante la cual se desatan un
conjunto de sucesos bioquimicos que conllevan la expansion de lalesion y un aumento de la afectacion
tisular y funcional (Tator y Fehlings, 1991). Ademas, investigaciones recientes indican que los déficits
producidos por una lesién son mayoritariamente generados por 1os mecanismos de la lesién secundaria.
Ademés, y a diferencia de la lesién primaria, se ha evidenciado que estos eventos moleculares que la
componen son farmacologicamente modulables, por lo que cuaquier actuacién que reduzca su

desarrollo repercutird en un disminucion de la severidad de lalesion (Schwab y Bartholdi, 1996)
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2.3.1 Laslesiones primarias

En funcidn de la naturaleza de la agresion y de la respuesta morfolégica y funciona de la
meédula espinal, las lesiones primarias pueden ser clasificadas en alguno de los siguientes mecanismos
(Barbera, 1983):

Contusién medular: Es la aplicacién brusca, intensa y transitoria de una fuerza que sobrepasa
la capacidad plastica de la médula espinal. Por gemplo, la fractura de la columna vertebral y la
luxacion vertebral son mecanismos caracteristicos que producen una contusion en lamédula espinal .

Transeccion medular: Es la interrupcion anatémica, parcial o completa, de la médula espinal.
Generamente esta provocada por la accion penetrante de un arma blanca, de un proyectil o por €
desplazamiento violento de un fragmento 0seo.

Compresion medular: Se produce por los misSmos mecanismos que originan la contusion
medular, pero a diferencia de ellos, la accion de la compresion persiste indefinidamente. Las causas
més comunes que desembocan en estas lesiones son malformaciones del canal vertebral o la presencia
de pequefios fragmentos 6seos o discales.

Otros mecanismos, menos comunes, son las hemorragias extramedulares y las lesiones
radiculares. La hemorragia extradural puede ser el resultado de una agresién poco severa que provoca
la compresion medular, mientras que las lesiones radiculares se desencadenan a partir de desgarros y
disrupciones de las raices de |0s nervios raquideos.

La aplicacion de cual quiera de estos mecanismos conlleva la afectacion del parénquima medular
y/o de la vasculatura que lo irriga. En consecuencia, tiene lugar una muerte necrética, primordia mente
de las células que constituyen la sustancia gris medular, formando una cavidad central rodeada por un
ribete de tgido de sustancia blanca (Kakulas, 1984).

2.3.2 Laslesiones secundarias

Los efectos inmediatos de la necrosis tisular producida por la lesién primaria desencadenan un
conjunto de mecanismos bioquimicos y fisioldgicos que se engloban bgo & nombre de lesion
secundaria. Estos mecanismos incluyen: el shock neurogénico, estados de isquemia, edema,
reperfusion, excitotoxicidad, apoptosis, desequilibrio electrolitico, ateracion de la funcion
mitocondrial, reaccion inflamatoria, reactividad glial y procesos relacionados con € aumento de Ca'™
intracelular, que en dltimo término desembocan en la afectacion neuronal y aumento del dafio
producido traslalesion primaria (Tator y Fehlings, 1991).

La afectacion de la médula espina genera una fase transitoria de shock espina donde las

funciones y los reflegjos espinales estan temporalmente abolidos (Sherrington, 1906). La causa de esta
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pérdida funciona reside en e desequilibrio electrolitico transitorio generado por la lesién. Donde los
iones K* degjan, durante un corto periodo de tiempo, de concentrarse masivamente en € espacio
intracelular, para hacerlo en otros compartimentos, provocando un bloqueo de la conduccién de los
potenciales de accion (Young y Koreh, 1986). Paralelamente, y quizas en consecuencia de esta pérdida
funcional, se desarrolla el shock neurogénico, donde la abolicion de la actividad neuronal desencadena
la pérdida de reflgjos simpaticos, imposibilitando la rapida compensacion de la pérdida de volumen
sanguineo producido por la hemorragia. Como resultado, se produce la disfuncion de los centros
vasomotores del tronco encefdico, con e subsiguiente desequilibrio vasoconstrictor-vasodilatador de
arteriolas y vénulas, y la afectacion de la funcion cardiaca. Esta hipoconstriccion, conjuntamente con
las alteraciones del funcionamiento de la circulacion, produce un déficit del flujo sanguineo tisular
agravando la situacion isquémica producida por lalesiéon (Guhay Tator, 1988).

Seguidamente, €l descenso de oxigeno tisular desencadena una compleja cadena de procesos
metabdlicos que conducen a la muerte neurona. En primer lugar, la situacién andxica aumenta las
reacciones anaerobicas de la célula en detrimento de las aerdbicas. Las consecuencias més tempranas
son la produccion de &cido léctico, responsable de acidificar el medio celular y la deplecion de los
niveles de ATP celulares. En consecuencia, las bombas idnicas dependientes de energia dejan de
funcionar y provocan la despolarizacion de la neurona. La liberacion masiva de glutamato y €
desacople simultaneo de las bombas de glutamato de los astrocitos (Ross et a., 2000) inducen a
acumulo de grandes cantidades de este neurotransmisor en el espacio extracelular, facilitando su union
a los receptores AMPA, kainato y NMDA de neuronas préximas. La activacion de estos receptores
conlleva la entrada masiva de cationes, mayoritariamente Na" y Ca'™, al interior neuronal, desatando
un conjunto de reacciones perniciosas paralaviabilidad celular (Choi, 1999). Estos procesos de muerte
neurona inducida por la liberacion excesiva de neurotransmisores excitatorios se retinen bagjo el
término de excitotoxicidad (Olney, 1978).

El aumento de electrolitos en €l interior celular causa e aumento del volumen y de la acidosis
celular, 1o que desemboca en la formacion de edema citotoxico y en la inactivacion de un gran nimero
de bombas transportadoras de iones. Esta disfuncién resultard en € aumento de Ca’™ citoplasmético,
que afectara a metabolismo celular y cuyas consecuencias serén la vulnerabilidad o muerte celular
(Agrawal et al., 1997). Desde hace varias décadas, se sostiene la hipétesis de que € aumento del Ca'™
intracelular es € paso previo a la muerte celular, y que muchos de los procesos degenerativos,
independientemente de su naturaleza, convergen en este estadio. De hecho, € aumento de la
concentracion de Ca™ intracelular se ha denominado €l final comin de las vias toxicas para la célula

(Schanne et d., 1979), ya que la elevada concentracion de Ca™ intracelular generada por el
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traumatismo contribuye activamente, por medio de varios mecanismos, a desarrollo de la lesién
secundaria

En este sentido, el aumento de Ca™* intracelular interfiere con la funcion mitocondrial. Su elevada
concentracién citoplasmética agrava la disfuncién respiratoria inicialmente afectada por la situacion de
isquemia tisular (Fiskum, 2000). La afectacion de la respiracion mitocondrial conduce a la produccion
de radicales libres. Estos son d&omos o moléculas que poseen un electron desapareado en € Ultimo
orbital atdmico, 1o que les confiere una alta reactividad en reacciones de oxidacion y reduccion.
Ejemplos de radicales libres son € i6n superdxido (O2¢) y los radicales hidroxilo (OHe). Su presencia
en pegueias cantidades es normal en la célula ya que es un producto de la respiracién mitocondrial. En
estados fisiol6gicos, su concentracion esta altamente regulada por medio de la presencia de proteinas
tamponadoras o antioxidantes mitocondriales. Ejemplos de éstas son la calbildina, la camodulinay la
parvalbumina entre otras (Miller, 1995). En cambio, su aumentada concentracién al canzada tras una
lesidn, les hacen ser altamente toxicos, puesto que reaccionan y degradan proteinas, &cidos nucleicosy
lipidos, que conllevan ala muerte celular (Pellegrini-Giampetro et a., 1990).

Por otra parte, € incremento de Ca™ intracelular activa una serie de proteasas y lipasas
citoplasméticas, como por eemplo la fosfolipasa A2, la lipooxigenasas, las ciclooxigenasas y
especiamente la calpaina, responsables de la degradacion de los componentes estructurales de la
célula. La calpaina es una proteina que juega un papel fisiolégico en laremodelacion y reestructuracion
del citoesqueleto y de la membrana celular. Diferentes estudios han evidenciado que la sobre-expresion
de esta proteina conlleva la destruccion del citoesqueleto neuronal (Siman 'y Noszek, 1988). Ademés, €l
aumento de Ca™" activa endonucleasas Ca™ dependientes, dando lugar a la degradacion de écidos
nucleicos con la subsiguiente necrosis 0 apoptosis celular (Ojcius et d., 1991). Asimismo, la activacion
de las lipooxigenasas, fosfolipasas y ciclooxigenasas conllevan a la sintesis de tromboxanos,
prostaglandinas y leucotrienos, los cuaes contribuyen en la agregacion plaquetaria, agravando la
situacién vasoespasmica, asi como intervienen en los procesos de iniciacion de la reaccion
inflamatoria. Paralelamente, al dafiar la membrana lipidica también generan radicales libres que
intervienen en la peroxidacion lipidica (Hsu et al., 1985).

También se sabe que |as altas concentraciones intracel ulares de iones Ca™ aumentan los niveles
de ON citosdlico. En e SNC lo sintetiza varios tipos celulares; las neuronas donde cumple un papel en
los procesos de plasticidad sindptica, las células endoteliales donde realiza una modulacién de la
vasodilatacion, y la microglia/macrofagos donde desempefia una funcion inmune. En las neuronasy en
las células endotelides la sintesis de ON esta mediada por la 6xido nitrico sintasa tipo I, que es un

enzima de expresion constitutiva y cuya actividad depende de la calmodulina, que es cofactor Ca™
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dependiente (Bredt y Snyder, 1990). En situacion fisiologicala sintesis de ON esta muy bien reguladay
el ON producido no es por si solo neurotoxico. Pero tras una lesién, a producirse un aumento de la
concentracion de Ca'™ intracelular, se multiplica su produccion, y éste a altas concentraciones
reacciona con otras moléculas celulares y da lugar a elementos toxicos. En este sentido, € ON
reacciona con €l superdxido paradar lugar a peroxinitrito (ONOO), compuesto que es altamente toxico
paralacélulayaque oxidael DNA vy loslipidos de lamembrana (Lipton et al., 1993).

En cambio, en los macréfagos y las células de microglia, la sintesis de ON estd mediada por la
accion de la dxido nitrico sintasa inducible (tipo 11), cuya actividad es independiente de Ca’™.
Determinadas citoquinas, como € inteferon gamma, son capaces de activar este enzima (Xie et al.,
1994). La sintesis inducible de ON esta asociada a traumatismos y lesiones inmunoldégicas, y su ata
concentracion conlleva la peroxidacion de las membranas celulares, asi como a desarrollo de apoptosis
delas células en lazona de lesion (Satake et a., 2000).

Otro de los fendmenos asociados con & aumento de Ca™ intracelular, eslaentrada de la célula
en apoptosis. Este es un proceso degenerativo caracteristico, por medio del cual la célula activa un
programa genético que desemboca en la muerte celular. A diferencia de la necrosis, la célula apoptdética
sufre la degradacion de la estructura celular por medio de proteasas intracelulares, que digieren los
organulos citoplasmaticos sin alterar la membrana celular. Finamente, la célula es fagocitada por los
macrofagos, evitando asi la liberacion de productos de la degradacion al espacio extracelular que
desencadenarian la respuesta inmunitaria (Mattson, 2000). Tras una lesion traumatica del SNC, la
célula puede entrar en apoptosis por medio de dos vias, a través de la via intrinseca, independiente de
receptores celulares, 0 a través de la via extrinseca, por medio de la unién de ligandos a receptores
celulares especificos. La primera via es e resultado del aumento de Ca™ intracelular, que produce la
disfuncion de las mitocondrias, las cuales liberan a citosol citocromo C, que inicialavia de activacion
de las caspasas, para que finalmente las caspasas 3 y 6, proteasas citosdlicas, degraden las estructuras
celulares (Budd et al., 2000). En cambio, la via extrinseca requiere de sefides extracelulares para su
desarrollo. Por ejemplo, la unién de TNF-o a receptor Fas desata la maquinaria enzimatica que
concluye con la activacion de la caspasa-3 que es la proteina efectora de la degradacion estructural de
la céula (Eldadah et a., 2000). Otro mecanismo es el mediado por el ON sintetizado por la microglia
gue concluye en la misma via degradativa (Satake et al., 2000).

Ademés de la degeneracion resultante del aumento de Ca'™ citoplasmético, la acidosis y
edema formado por la lesién aumentan la expansion del dafio tisular. El aumento de la acidosis celular
promueve la formacién de radicales libres (Siego et al., 1996), agrava €l dafio al DNA (Siego et a.,
1996) y dificulta la regulacion de la concentracion de Ca'™ (Werth et al., 1994). El edema tisular
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provoca la compresion y por tanto disfuncidén neuronal asi como la alteracion de la composicion del
liquido extracelular (Balentine, 1985).

Paralelamente a desarrollo de estos fendmenos moleculares, tras una lesion traumética de la
médula espinal se origina una respuesta inmunitaria y pro-inflamatoria que esta potenciada por la
afectacion de las células endoteliales de la zona de lesion. Estas células endoteliales lesionadas
aumentan su permeabilidad tanto a moléculas plasméticas como a elementos formes de la sangre.
Asimismo liberan citoquinas proinflamatorias, tales como IL1, TNF-a y IFN-y, y factores
quimioatrayentes, como las quimiocinas, que inducen a reclutamiento de células sanguineas. En
paralelo, expresan en su cara luminal moléculas de adhesion celular (p.e. ICAM-1y VCAM-1), sobre
las que interaccionaran los correspondientes receptores de los neutréfilos y monocitos (LFA-1y VLA-
4 respectivamente), facilitando asi |a diapedesis de estas cdlulas y su entrada a parénquima medular.
Asimismo, las propias células endoteliales en conjuncion con las céulas gliales reactivas generan un
gradiente quimioatrayente que también favorece la infiltracion de los leucocitos a interior del
parénquima medular (Merrill y Benveniste, 1996). Esta infiltracion de elementos formes sanguineos
sigue un patrén bifasico. Los neutréfilos son las primeras células en migrar a la zona afectada, donde
son detectables a las pocas horas después de haberse producido lalesidn, y acanzan € pico de méxima
infiltracion antes de las primeras 24 horas (Carlson et al., 1998). Una vez en la zona lesionada, los
neutrofilos se activan e inician la fagocitosis de los restos celulares, pero también generan radicales
libres de oxigeno como consecuencia de un aumento de la respiracion celular, que a ser liberados al
espacio extracelular causan la peroxidacion lipidica de la membrana de células vecinas. Por otra parte,
los neutrdfilos infiltrados también secretan citoquinas promotoras de la reactivacion de los astrocitos y
de la microglia generando un ambiente inflamatorio. La segunda oleada de células infiltrantes son los
monocitos que una vez dentro del parénquima medular se transforman en macréfagos-microglia,
ayudando asi a la fagocitosis de los restos celulares. De nuevo, como resultado del aumento de
catabolismo celular liberan especies reactivas del oxigeno, nocivos para la viabilidad de las células
vecinas (Merrill y Jonakait, 1995).

Ademés de lainfiltracién de elementos formes y humorales de la sangre, tras la lesion medular
los astrocitos y la microglia, con el proposito de proteger y reparar € dafio producido en € parénquima
medular, sufren cambios morfo-funcionales. No obstante, paralelamente a este proceso restaurador,
secretan un gran nimero de citoquinas que, directa o indirectamente, induciran cambios en € endotelio,
favoreciendo e reclutamiento de células inmunitarias hacia € parénquima medular lesionado.
Igualmente, las células microgliales residentes se convierten en células presentadoras de antigeno y
promueven los procesos de autoinmunidad y de degeneracion tisular (Benveniste, 1992). Es por €elo

13



INTRODUCCION

que la reactividad glia juega un papel dua, en gran medida condicionado por e ambiente celular
donde se ha desarrollado la lesidn, actuando como reparadora y al mismo tiempo promotora de la
degeneracion del teido nervioso lesionado. El papel desarrollado por los oligodendrocitos en los
procesos de la reactividad glial es muy leve, mas bien se caracterizan por su elevada vulnerabilidad a
los fendmenos de apoptosis y de estrés oxidativo, que a su participacion de procesos potenciadores de
la degeneracion neura (Crowe et a., 1997). No obstante los oligodendrocitos juegan un papel crucial
en la inhibicion del crecimiento axonal, ya que la degradacion de la mielina, sintetizada por ellos,
genera un conjunto de sefides inhibitorias de la elongacion de |0s axones regenerativos.

Los astrocitos son las células gliaes més abundantes del SNC, y juegan un papel imprescindible
en e mantenimiento de la homedstasis tisular, tanto por medio de la regulacion del funcionamiento
neurona como e de la barrera hematoencefdlica (Norenberg, 1998). Al producirse una lesion
traumética de la médula espinal, los astrocitos cambian €l patron de expresion de una larga lista de
genes que desemboca en e desarrollo de la astrogliosis (Eddlestone y Mucke, 1993). Este es un
proceso que se inicia a las pocas horas de haberse producido la lesién y que perdura durante meses o
incluso afios. Uno de los efectos més relevantes en éstas células gliales es el aumento de mitocondrias,
de reticulo endoplasmético rugoso y la sobrexpresion de proteinas estructurales del citoesqueleto, en
especial de GFAP (Petito et al., 1992). El objetivo del aumento del tamafio celular es doble, por una
parte rellenar los espacios huecos generados por la muerte celular, y sobretodo, por formar la
denominada cicatriz glial. Esta constituye una densa red celular que sella los bordes de la lesion, de tal
forma que limita la cavidad necrética formada, aisando las células neurales supervivientes y
estabilizando € parénquima neural preservado. La cicatriz glial estd compuesta principalmente por
astrocitos reactivos o bien sus prolongaciones citoplasméticas, por microglia y oligodendrocitos,
ademas de células mesodérmicas como los fibroblastos y células endoteliales y, presumiblemente,
células madre (Fawcett y Asher, 1999). Junto con los cambios morfologicos que estas poblaciones
celulares sufren, la formacién de la cicatriz va seguida de cambios en la composicién de la matriz
extracelular que las envuelve. Los astrocitos participan en lasintesis y secrecion de los componentes de
la matriz, produciendo glicoproteinas como la tenascina C, lalaminina, y la fibronectina, de proteinas
como € colageno IV y de proteoglicanos (Stichel et al., 1998).

A pesar de la funcion neuroprotectora que desempefia, la cicatriz glial supone uno de los
impedimentos més fuertes para la regeneracion axonal (Davies et al., 1999). Ramén y Cga ya
describio esta propiedad, y observd cOmo |os axones regenerativos se colapsaban o bien retrocedian al
entrar en contacto con ella (Ramon y Cagjal, 1928). Esta impermeabilidad se debe a la presencia de

mol éculas inhibitorias tanto en la superficie de las membranas celulares como de los componentes de la
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matriz extracelular. Tiene especial relevancia la familia de los proteoglicanos, que en estudios tanto in
vivo como in vitro han demostrado ser unos potentes blogueadores del crecimiento axona (Bovolenta
et a., 1997, Davieset a., 1999, Zuo et al., 1998).

Ademés de generar la cicatriz glia y los componentes repulsivos de la misma, hay autores que
sugieren gue los astrocitos juegan un papel preponderante en la potenciacion y magnificacion de la
respuesta inflamatoria. Esta ampliamente aceptado que en numerosas enfermedades del SNC, tanto
degenerativas, autoinmunes, y traumaticas, los astrocitos producen y secretan un amplio abanico de
citoquinas y chemoquinas (Benveniste, 1993). Asi, los astrocitos expresan y liberan IL-1, IL-6 e IL-10,
MCP-1 e IP-10, GM-CSF, TNF-a,, TGF-B, y RANTES, que inducen a la activaciéon de linfocitos
TH-1, la infiltracién de monocitos sanguineos, la activacion de la microglia residente, asi como €l
desarrollo de la astrogliosis (Dong y Benveniste, 2001). En cambio, no existe unanimidad de criterios
respecto al papel de los astrocitos como céulas presentadoras de antigeno, ya que hay autores que
afirman que los astrocitos expresan todos |os receptores y moléculas asociadas, tales como la MHC-I1,
B7y CD40 (Tan et al., 1998, Soos et a., 1999), mientras que otros indican todo lo contrario (Alois et
al., 1998).

Tras la lesién medular, la microglia residente también se transforma, pasando de un estado
quiescente a uno reactivo. En su estado quiescente, es caracteristico que presente un cuerpo celular
pequefio, con escasas Vesiculas endociticas y con pocos receptores de accion inmunol 6gica expuestos
en su membrana celular. Ademas, presentan largas y tortuosas ramificaciones que les confieren una
morfologia estrellada. Por € contrario, la microglia reactiva prolifera, migra a la zona de lesion y
adopta una morfologia ameboide, parecida a la de los macréfagos, y activa su maguinaria enzimética
paralasintesis y expresion de receptores y mediadores de la respuestainflamatoria (Streit et al., 1999).
Lafuncion de la microglia reactiva consiste en la eliminacion de restos celulares y de la restauracion de
la estructura neural. Paralelamente al desarrollo de estos procesos, |a microglia reactiva media procesos
de inflamacidn, de citotoxicidad y de presentacion de antigeno a las células T, que agravan el estado
lesivo medular. La microglia reactiva puede gercer un papel citotoxico de dos maneras distintas. La
primera es por medio del desarrollo de la actividad fagocitica. Mediante la sintesis de receptores de
superficie, reconoce a antigenos celulares foraneos y a través del contacto célula-célula, fagocita a las
céulas extranas. La segunda via citotdxica consiste en la sintesis y liberacion de factores, entre los que
se encuentran radicales libres, enzimas proteoliticos, citoquinas proinflamatorias y productos del
metabolismo del &cido araguidonico que directa o indirectamente potencian los procesos de
inflamacién y de degeneracién celular (Banati et al., 1993). Por giemplo, lamicroglia secreta el enzima
proteolitico catepsina B/L que se ha demostrado que degrada proteinas de la matriz extracelular, asi
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como proteinas de lamielina (Banati et a., 1993). Secreta citoquinas proinflamatorias, como IL-1, IL-6
y TNF-a. que han demostrado g ercer un papel lesivo sobre |os oligodendrocitos medulares (Dickson et
al., 1991). Sintetiza factores como el CSF de macrofagos y granulocitos que les permiten regular tanto
su proliferacion como diferenciacion (Giulian y Ingeman, 1988). Finalmente, la microglia adquiere un
papel destacado en los procesos de excititoxicidad, ya que se ha evidenciado que estas células
sintetizan y liberan grandes cantidades de glutamato (Meldrum y Garthwaite, 1990), a tiempo gque
favorecen la liberacion de este neurotransmisor por otras células por medio de la formacion de grandes
cantidades de radicales libres (K ettenman, 1990).

3. Factores que impiden la restauracion funcional del sistema nervioso central

A diferencia del resto de tgidos del organismo, una lesién del SNC es irreparable, ya que
directa e indirectamente se activan un conjunto de mecanismos que dificultan y reducen la
remodelacion y reestructuracion eficiente del sistema, conduciendo, en Ultimo lugar, ala pérdida de las
facultades neurol 6gicas del individuo.

Las causas que originan esta limitada regeneracion nuera son de diferente indole y naturaleza.
En primer lugar, las neuronas dafiadas por lalesién son dificilmente remplazadas por nuevas neuronas,
de ta modo que la muerte de grandes poblaciones neurales va irrevocablemente acompafiada de la
pérdida cronica de la funcidon que desempefian. Aungue se haya constatado la continua generacion de
neuronas en el SNC del individuo adulto (Loisy Alvarez Buylla, 1993, Cameron et al., 1993), |os datos
obtenidos hasta la fecha constatan que esta proliferacion y diferenciacion son insuficientes para reparar
las zonas lesionadas sin que sean por si sola una via eficaz para € restablecimiento de la estructura y
funcion neural. (Rossi y Cattaneo, 2002)

En segundo lugar, la lesion induce a las células gliadles del SNC ha entrar a un estadio de
reactividad, donde no solo van a intervenir en los procesos de degeneracion tisular sind que también
van a participar activamente en e impedimento del crecimiento de los axones dafiados.

Este papel inhibitorio desarrollado por las células gliales del SNC ya fue descrito en los pioneros
trabajos realizados por Ramén y Caga y su discipulo Tello a principios del pasado siglo, quienes
experimental mente evidenciaron que, adiferenciadel SNC, el microambiente producido por el SNP era
favorable para la regeneracion de axones centrales, y propusieron que esta situacion podia ser debida a
la sintesis de factores quimiotropicos y neurotropicos por parte de las células del SNP (Ramon 'y Cajd,
1928). Medio siglo después, Alberto Aguayo y sus colaboradores, retomaron los planteamientos
iniciados por Ramon y Cgal, y en diferentes modelos experimentales replicaron los resultados

obtenidos anteriormente, demostrando que € transplante de piezas de nervio periférico permitia la
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regeneracion de los axones centrales al interior del injerto (Richardson 1980, David et a., 1981, Benfey
et a., 1982).Estudios posteriores demostraron que el ambiente glia del SNC desarrollado tras una
lesién no es sblamente pobre en factores de crecimiento sino que ademas presenta componentes que
inhiben el crecimiento (Schwab y Thoenen, 1985)

Por ultimo, los axones de las neuronas centrales, a diferencia de los axones del SNP, presentan
una menguada capacidad de crecimiento. Situacion que agrava € pobre soporte regenerativo aportado
por las células glialesy que, en Ultimo término, impide lareconexion del circuito.

En este sentido, los recientes trabajos de Neumann y Woolf (1999) muestran que a realizar una
lesion de la médula espinal, los axones sensoriales de las raices dorsales crecen através de lalesion s
previamente se ha realizado una lesion condicionante de las mismas neuronas, por medio de la seccion
de larama periférica de axén de éstas (Neumann y Woolf, 1999). Estos trabajos ponen a descubierto
gue las propiedades intrinsecas de las neuronas dictan su respuesta ante los factores inhibitorios del
CNS, y dgjan de manifiesto que no sdlo € ambiente glial es € responsable de limitar e crecimiento
axonal sind que ademés €l estado y |as caracteristicas propias de las neuronas intervienen activamente

en |as capacidades de regeneracion.

3.1 Factores limitantes extrinsecos alas neuronas

Ademés de las limitaciones intrinsecas de |las neuronas, €l ambiente extracelular producido tras la
lesion dificulta enormemente la reducida capacidad de crecimiento axonal. La alteracion morfologicay
funcional de las células gliaes, tanto en la zona de lesion como en regiones distales a ésta, se pone de
manifiesto con la expresion de moléculas de superficie inhibitorias a la elongacién axona (Qiu et al.,
2000) y por la ausencia de sintesis de factores tréficos promotores del crecimiento axona (Widenfalk
et al., 2001).

En & hipotético caso que las neuronas supraespinales pudieran hacer crecer sus axones, €stos
tendrian que superar dos grandes obstaculos; atravesar la cicatriz glial formadaen lazonadelesion, y a
continuacion, navegar através del parénquima medular caudal hasta finalmente sinaptar con sus células

diana

3.1.1Lacicatrizglia

La cicatriz glia formada tras una lesién, es una de las barreras infranqueables que los axones
tendrian que atravesar para poder extenderse a lo largo del parénquima medular caudal alalesion. La
naturaleza inhibitoria de la cicatriz glia es conocida desde hace tiempo. Ramon 'y Cajal ya describi6 e
colapso y retraccion de los brotes axonales a no poder atravesarla (Ramén y Cga, 1928).

Inicialmente, se concluy6 que la cicatriz glial actuaba como una barrera fisica, insuperables para los
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axones en crecimiento (Berry et a., 1983), pero estudios mas recientes han revelado que su caracter
inhibitorio viene dado por la presencia de moléculas de superficie, tanto en las membranas de las
células que la componen como de la matriz extracelular que las envuelve, que gercen una funcion
inhibitoriay bloqueadora para el crecimiento axonal (Fawcett y Asher, 1999).

La cicatriz glia es una mala de células atamente interdigitizadas y envueltas por una matriz
extracelular, de detallada estructura. Se desarrolla rapidamente después de la lesién y su formacion
madura se alcanza a las dos semanas. Celularmente est4 constituida por neutréfilos y macrofagos
provenientes del torrente sanguineo, microgliay astrocitos que proliferan en la misma zonalesionada y
que también migran desde otros puntos del SNC, oligodendrocitos y sus precursores y células
ependimarias (Fawcett y Asher, 1999).

La identificacion y purificacion de las moléculas de la cicatriz glial que limitan regeneracion
neurona ha recibido la atencion de muchos investigadores. Hasta é momento, estudios tanto in vivo
como in vitro han revelado la presencia de dos grandes familias de moléculas inhibitorias; los
proteoglicanos,que incluyen los versican, neuroacan, NG2, phosphocan y los chondritin sulphates, y en
menor medida las tenascinas.

El papel inhibitorio desarrollado por |os proteoglicanos fue evidenciado en los inicios de |os afios
90 por los trabajos realizados por Rudge y Silver (1990), quines relacionaron el aumento de expresion
de estas glicoproteinas con el bloqueo del crecimiento de las neuritas. Posteriormente, en una serie de
experimentos realizados por Davies y colaboradores (1997, 1999) se puso de manifiesto el papel tan
relevante que desempefian en la inhibicion del crecimiento. En € primer experimento, inyectaron
células purificadas de las raices de los ganglios dorsales en € cuerpo calloso. El transplante se realizé
de forma muy cuidadosa por medio de inyecciones con presion de aire, resultando ser atraumético. En
esta situacion, donde no se produjo afectacion del parénguima nervioso, ni por tanto reactividad glid,
los axones de las céulas transplantadas crecieron a lo largo de los tractos mielinizados, y solo en
aquellos donde € transplante habia alterado ligeramente la estructura nerviosa 'y donde los astrocitos,
reactivos, habian expresado proteoglicanos las neuritas neuronales se colapsaban y no se extendian
(Davies et a., 1997). En un segundo experimento, llevaron a cabo una lesién en la médula espinal y
rostral, inyectando e mismo tipo de células que en € experimento anterior. Por medio del estudio
inmunohistoquimico observaron como las neuronas transplantadas proyectaban y extendian neuritas a
lo largo del ge longitudina de la médula, y que éstas se colapsaban a topar con la cicatriz glial
formada tras la leson medular (Davies et a., 1999). Los resultados de estos trabgos ofrecieron dos
conclusiones de gran relevancia; 1) La cicatriz glia por medio de la expresion de las moléculas de

superficie constituye una barrera infranqueable para los axones en crecimiento. 2) Los axones de las
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céulas de las raices dorsales transplantadas han sido capaces de crecer atraves de tractos mielinizados
intactos y lesionados sin que hayan inducido a colapso o retraccién axonal. De ello se deduce que los
factores inhibitorios presentes en la mielina intacta y méas alin en la mielina alterada por la lesion no
actlian de la misma manera ante todos | as poblaciones celulares.

El modo mediante el cual los proteoglicano inhiben € crecimiento aun esté por descubrir. Hasta
el momento, se ha descrito que la actividad inhibitoria puede estar mediada por sus cadenas GAG o por
la propia estructura de la proteina (Dou y Levine 1994, Chen et a., 2002). Los mecanismos
transductores de la sefia inhibitoria evocados por e contacto del cono de crecimiento con los
proteoglicanos son desconocidos, pero investigaciones recientes muestran gque en este proceso participa
Rho (Dergham et al., 2002).

3.1.2 Moléculas inhibitorias de lamielina

Uno de los avances més notorios en la blsgueda de terapias regenerativas, y que mas expectacion
ha generado, ha sido la identificacion de diferentes componentes de las membranas de los
oligodendrocitos como factores bloqueantes del crecimiento axonal. El papel inhibitorio llevado a
cabo por los oligodendrocitos se ha evidenciado en un gran nimero de experimentos.

Tanto en estudios de lesién como de desarrollo del SNC, la presencia de oligodendrocitos
maduros y diferenciados coincide con la restriccion o limitacién del crecimiento axonal. De esta
manera, se ha observado que la naturaleza inhibitoria de los oligodendrocitos, y de la mielina que
sintetiza, no se manifiesta exclusivamente tras lesionar el SNC ya que es una propiedad inherente de
estetipo celular.

Sin embargo, hay que resatar que existen diferencias importantes entre la mielina intacta (no
lesionada) y la dafiada, ya que en las membranas mas periféricas, se han identificado proteinas que
promueven el crecimiento de las neuritas (Myelin-associated glycoprotein). Es por elo que no es de
extrafiar e crecimiento axona que encontrd Davies al transplantar DRG cells en una médula espinal
intacta (Davies et d., 1997). Lalesion de lamédula espina produce ineludiblemente la afectacion de la
mielina y la exposicion de moléculas inhibitoras para € crecimiento axonal, que normamente no
estarian expuestas (Qiu et al., 2000).

En esta linea destacan los trabgjos |levados a cabo por e grupo de Martin Schwab, que alo largo
de los ultimos 15 afios, ha identificado y caracterizado componentes de membrana plasmatica de los
oligodendrocitos, responsables de inducir un potente colapso del brote axonal concretamente en la
proteina inicial mente bautizada con el nombre de IN-250 y posteriormente identificada como NOGO-A
(Caroni y Schwab, 1988). Esta es uno de |os tres productos generados a partir del splacing alternativo

del gen que recibe e mismo nombre (Chen et al., 2000). NOGO-A es una proteina transmembranal,
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que se localiza tanto en la superficie de los oligodendrocitos (Chen et al., 2000), como en las caras
internas y externas de la mielina (Huber et al., 2002). Presenta dos dominios capaces de generar €l
blogueo de los axones. El primero es € loop ubicado en € espacio extracelular (NOGO-66), vy €
segundo dominio proximo al extremo N-terminal (Amino-Nogo). Este tltimo solo es inhibidor cuando
esta expuesto a espacio extracelular como, por gemplo, cuando la lesién dafia la estructura de la
mieling, ya que su presencia en €l espacio intracelular no gerce ninguna funcién bloqueadora. Aparte
de generar una funcion blogueadora, el extremo amino-Nogo induce la astrogliosis y laformacion dela
cicatriz glial, agenciandose un papel indirecto en lainhibicién del crecimiento (David y Lacroix, 2003).
NOGO actiia a partir de su unidn a un receptor presente en el cono de crecimiento axonal. Este receptor
es en realidad un complegjo formado por varias proteinas entre las que destacan las de anclgje (GPI), y
la p75ntr, que es la responsable de traducir la sefial inhibitoria evocada por la unién de NOGO-66
(Fournier et al., 2001). El receptor de Amino-Nogo aln esta por descubrir.

Ademés de Nogo, en la superficie de los oligodendrocitos y en las caras de la miglina se han
caracterizado y purificado otras sefiales que gercen también un papel bloqueante del brote axonal. De
todas éstas destacan la proteina MAG (McKerracher et al., 1994) y larecientemente identificada OMgp
(Wang et d., 2002). MAG es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que posee
funciones adhesivas e inhibitorias a la vez. Esta dualidad funcional pone de manifiesto que durante el
desarrollo, MAG promueve el crecimiento axonal de fibras inmaduras pero lo impide a las fibras ya
maduras (Cai et al., 2001), sugiriendo que los receptores de MAG se expresan en la madurez del SNC.
MAG induce el blogueo del crecimiento axonal por medio del colapso del cono de crecimiento
axonal (Song et al., 1998). Tras unalesion del SNC se pueden liberar por medio de la previa proteolisis
fragmentos solubles de MAG, las cuales gercen también un papel inhibitorio (Tang et a., 1997) MAG
comparte con Nogo-66 € receptor (NGr+p75ntr) (Liu et al., 1999). OMgp se encuentra tanto en la
superficie de los oligodendrocitos como en lamielinay posee a mismo tiempo capacidades inhibitorias
de crecimiento de las neuritas como inducen al colapso del cono de crecimiento.

Lanaturalezay lafuncién de los segundos mensajeros neuronales que, en dltimo término, son las
efectoras de producir € crecimiento y colapso del cono de crecimiento estdn aun pobremente
entendidos. Variaciones en las concentraciones de Ca'™", la actividad de familia de proteinas GTPasas
Rho, y los AMP y GMP ciclicos estan adquiriendo protagonismo en el desarrollo del comportamiento
del cono de crecimiento. Ha quedado constatado desde hace tiempo gue cambios en |a concentracion de
Ca"™ afectan a la motilidad del cono de crecimiento (Connor, 1986). Asi, por ejemplo, en € colapso
inducido por la unién de NOGO-A y su receptor hay previamente un aumento del Ca™ intracelular
(Bandtlow et a., 1993). En la familia de GTPasas Rho estan incluidas las proteinas RhoA, Racl y

20



INTRODUCCION

Cdc42, cada una de las cuales esta implicada en los procesos de retraccion o extension del cono de
crecimiento, induciendo cambios en la estructura del citoesqueleto (Hall, 1988). De estaforma, Cdc-42
y Rac promueven el crecimiento de las neuritas y la atraccion del cono de crecimiento por medio de la
polimerizacién de la actina -F en los lamelopodios y filopodios, mientras que Rho produce €l colapso y
repulsion del cono de crecimiento por medio de la despolimerizacion de la actina. Por ultimo,
progresivamente se van acumulando mas evidencias del papel pivote que los AMP y GMP ciclicos
desempefian en los conos de crecimiento. De tal manera que, dependiendo de los niveles intracelulares
de AMPc, la respuesta atractora o retractora de las neuritas varia, favoreciendo la extension la

presencia de altas concentracionesy larepulsion lo contrario (Song et al., 1997, 1998).

3.1.3 Mol éculas de sefidizacion durante € desarrollo

A lo largo del desarrollo embrionario y durante las fases més tempranas de la vida postnatal del
individuo se establece un entrecruzado patron de conexiones neuronales. Es necesario que durante la
formacion de esta circuiteria neuronal exista un sistema de sefiales que permitan guiar eficazmente a
axon en crecimiento hacia su diana correspondiente. Para conseguir este propdsito, a lo largo del
desarrollo, se expresan un conjunto de moléculas que atraen o repelen a cono axonal, determinando la
motilidad, el crecimiento y la direccion de éste para acanzar la célula con la que ha de sinaptar
(Tessier-Lavigne y Goodman, 1996). Hasta la fecha, se han caracterizado un gran nimero de familias
mol eculares que desempefian esta funcion quimiotéctica, y se han descrito cuatro mecanismos bésicos
de accion involucrados en e crecimiento de axonal; por contacto o a distancia, y en cada caso pudiendo
ser por repulsiéon o por atraccion. Las lamininas, tenascinas, CAMs, cadherinas, ephrinas, semaforinas
dits, entre otras, son familias de moléculas que juegan un papel preponderante en la funcion
quimiotética del cono de crecimiento (Mueller, 1999). Después de una lesidon, muchas de las moléculas
inhibitorias que se expresaron durante el desarrollo lo vuelven a hacer, propiciando un ambiente
inhibitorio. Por gjemplo, la semaforina 3A o efrinas EPHse expresa en la cicatriz glia (Pasterkamp,
1999, Mirandaet a., 1999).

3.2 Factores limitantes intrinsecos a las neuronas

Los axones periféricos, independientemente de la distancia del soma celular a la que se haya
producido la axotomia muestran una capacidad de crecimiento vigorosa, parcia mente potenciada por €l
soporte tréfico y fisico de las células de Schwann (Bunge, 1994). Ademés, las neuronas expresan
proteinas asociadas a crecimiento (GAPs) esenciales para la plasticidad, la elongacion y la
regeneracion de los axones periféricos. Son proteinas estructurales del citoesqueleto, como actina y

tubulina (Bisby y Tetzlaf, 1992), y proteinas reguladoras del crecimiento, como la GAP-43 que
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intervienen en el proceso de control y elongacion del cono de crecimiento axonal (Benowitz y
Routtenberg, 1987). Por € contrario, las neuronas centrales no muestran la misma predisposicion para
crecer. En primer lugar, dada la gran heterogeneidad de poblaciones neurales hay unas que presentan
mas capacidades regenerativas que otras (Fawcett, 1992). No obstante, todas tienen en comin que si la
lesion del axon es dista  a cuerpo celular de la neurona, presentaran bajos niveles de expresion de
GAP-43 (Skene, 1984).

4. Estrategias promotoras de la regeneracion neural

La preservacion y regeneracion del SNC va a depender de la presencia 'y ausencia de una gran
multitud de factores. Algunos de ellos actlian en detrimento mientras que otros |o hacen en promocion
de la regeneracion neural, y € resultado final dependera del lado hacia el cual se incline la balanza
(Fawcett, 1997).

El halazgo de una terapia que permita restablecer la funcion del SNC no va a ser trivial. Para
abordar con éxito la recuperacion funciona de la médula espinal, hay una serie de objetivos que se han
de acanzar escalonadamente. En primer lugar, después de una lesion se ha de potenciar la
supervivencia neural, ya sea de las neuronas medulares como de las neuronas cuyo soma celular esta
ubicado en los centros superiores, del tronco del encéfalo, de la corteza, y de las raices dorsales. Esto se
consigue por medio de lainhibicion y atenuacion de todas las cascadas degenerativas que conforman la
lesion secundaria (Dumont et a., 2001), asi como de la prevencién de la atrofia y pérdida de las
facultades regenerativas de |as neuronas supraespinales (Kobayashi et a., 1997).

Una vez que las neuronas supraespinales han sobrevivido y han mantenido las capacidades
suficientes para elongar sus axones, € siguiente paso consiste en conseguir que Sus axones
regenerativos atraviesen lacicatriz glia que sellalalesion. Y por Ultimo, que los axones regenerativos
crezcan alo largo del parénquima medular caudal a lalesién hasta sinaptar con sus respectivas células
diana, para finalmente formar sinapsis funcionales con éstay restablecer la circuiteria medular (Horner
y Gage, 2000).

No obstante, la restauraciéon de la circuiteria medular no implica una reformacion de todo el
parénquima medular dafiado, ya que s tan sOlo se consiguiera la preservacion o regeneracion de,
aunque solo fuera un pequefio nimero de fibras, se mejoraria cons derablemente la respuesta funcional
de los pacientes (Nathan, 1994). La presencia de centros generadores del patron de locomocién en los
engrosamientos cervical y lumbosacro, responsables en dltimo término, de gecutar los comandos
motores han mostrado tener una parcial independencia de los centros de control supraespinal, abriendo

la posibilidad de intentar reconectar, aunque con pocos axones fuera, algin centro de control superior
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con estas complejas redes moduladoras y efectoras del movimiento. Una vez e axén supraespinal
sinptara con las neuronas centrales del patrén generador de la locomocién, y en consecuencia de la
plasticidad morfoldgica y funciona que el SNC posee, se daria una reestructuracion de la circuiteria
espinal con e subsiguiente restablecimiento del control sensiromotor del paciente (Bregman 1998,
Freed 2000).

Con € objetivo de conseguir e mantenimiento y recuperacion funcional del SNC dafiado, se han
disefiado distintas estrategias experimentales con el proposito de proteger y promover la viabilidad, €l

funcionamiento y laregeneracion de las neuronas centrales.

4.1 Neuroproteccion

El término neuroproteccion engloba a todas aquellas estrategias terapéuticas que tienen como
finalidad mitigar los efectos de la lesién secundaria y asi proteger a sistema nervioso del aumento y
expansion delalesion.

Actualmente existe un gran nimero de compuestos farmacol 6gicamente activos que han dado
experimentalmente excelentes resultados, reduciendo la expansion de la lesiéon por medio de la
actuacion sobre diferentes compuestos o reacciones lesivas. Ejemplos de estos farmacos son los anti-
inflamatorios, como la metilprednisolona o € gangliosido GM1, los inhibidores de la peroxidacion
lipidica, como € tirilazad mesilato, los secuestradores de radicales libres, como las vitaminas Ay C o
laPBN (O-fenil-n-tert-butilnitrona) , los anti-excitotoxicos como lagaciclidinag, lamemantinao e MK-
801, asi como los moduladores del metabolismo del &cido araguidénico (Dumont et al., 2001, Legos et
al., 2002).

No obstante, de todos €ellos son muy pocos los que han llegado a las fases mas avanzadas de los
ensayos clinicos. Las causas responsables de esta discordancia estan siendo ampliamente investigadas,
y se propone que las variables intrinsecas a la especie animal, modelo experimental asi como la
metodol ogia experimental desarrollada sean las causantes de tal disparidad (Keyser et al., 1999).

La metilprednisolona y e gangliosido GM1 son, actualmente, los Unicos farmacos que se
administran a los pacientes, ya que gercen un efecto nueroprotector sobre la médula lesionada,
favoreciendo su posterior recuperacion funcional. La metilprednisolona es un derivado glucocorticoide
que actla eliminando radicales libres de oxigeno, inhibiendo la peroxidacion de lipidos y disminuyendo
la actividad inflamatoria. Los efectos promotores de la recuperacion funciona que gerce han sido
documentados en animales de experimentacion tras su administracion (Oudega et al., 1999) o
combinacion con injertos celulares (Chen et al., 1996, Nash et al., 2002) La evaluacién de los efectos
tras su administracion en lesionados medulares ha sido llevada a cabo a partir de varios ensayos

clinicos multicéntricos (National Acute Spinal Cord Injury Study, NASCIS). El primer estudio sobre
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las lesiones agudas de la médula espina comenzo en 1979 y su objetivo fue comprobar s la
administracion de dosis altas de metil prednisolona disminuia el desarrollo de lesiones secundarias. Para
ello, se administraron 48 horas después de lalesion dosis bajas (100mg) o atas (1000mg) del farmaco a
pacientes con lesiones medul ares incompletas. A pesar de que los resultados no fueron concluyentes, se
aprecié una tendencia a la mejora en los pacientes tratados con dosis atas (Bracken et al., 1984). A
partir de las criticas que surgieron se desarroll6 el segundo estudio nacional que se llevé a cabo entre
1985 y 1989. Los resultados obtenidos mostraron que la administracion de una dosis dta de
metil predni solona (30mg/kg) dentro de las ocho horas postlesion y mantenidas durante 24 horas mejoré
significativamente la recuperacion neurologica de los pacientes (Young et a., 1992). En e mismo
estudio se valor6 d efecto de la administracion de naloxona, un antagonista opiaceo, sin encontrar
ningun efecto positivo sobre la recuperacion del lesionado. En 1997 se publicaron los resultados del
tercer estudio NASCIS. Es éste se evidencid, de nuevo, € efecto neuroprotector gercido por la
administracion de dosis altas del farmaco en una ventana temporal muy corta después de la lesion
(Bracken et al., 1997). Asimismo se demostré la ineficiencia de la administracion de mesilato de
tirilizad, un bloqueador de radicales libres, ya que su administracién no supuso ninguna mejora a los
pacientes.

El segundo farmaco que ha llegado a la Ultima fase clinica el gangliésido Monosidico (GM1).
Se ha considerado que disminuyen el dafio sobre €l tglido del SNC impidiendo la excitotoxicidad
inducida por e glutamato (Constantini y Young, 1994). La administracion de este f&rmaco a dosis de
100 mg/diainiciado a las 48-72 horas después del accidente y continuado durante 18-32 dias mejoraba
la recuperacion funciona de los pacientes (Geidler, 1991). No obstante, en un estudio més reciente
pone en duda su aplicabilidad, ya que no ha demostrado concluyentemente que produzca ningin
beneficio en los pacientes tratados (Hall, 1992).

En el estudio NASCIS-2 también se ha valorado los efectos de la administracion de tirilazad
mesilato, observandose un efecto similar a la metilprednisolona (Bracken et al., 1997). Este farmaco
gjerce un papel anti-peroxidacion lipidica por dos mecanismos, son secuestradores de radicales libres
superdéxido e hidroxilo, a la vez que son estabilizadores de las membranas biolégicas, ya que se

incorporan aellas evitando e ataque de estos radicales libres (Kavanagh y Kam, 2001).

4.2 Potenciaci6n de | as capacidades regenerativas intrinsecas de las neuronas centrales

Laincapacidad de las neuronas centrales no solo es debida ala ausencia de factores tréficosy a
la presencia de factores inhibitorios para el crecimiento axona sino que también depende de su propio
estado regenerativo. Asi por gemplo, la activacion de las vias de AMPc supone que los axones

conviertan el efecto repulsivo de MAG en atractivo, permitiendo el crecimiento alo largo de lamielina
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(Song et a., 1998, Ca et al., 2001). Estudios recientes han demostrado que la administracion de una
Unica dosis de dibutiril AMPc (un andlogo permeable del AMPc) permitio a los axones sensoriaes de
las columnas dorsales atravesar la zona de lesion y crecer caudalmente unos pocos milimetros
(Neumann et al., 2002). Esta estrategia no esta ausente de criticas y dificultades ya que e AMPc
desempefia una gran variedad de funciones celulares y tanto la concentracion como la frecuencia de
administracion puede, en seglin que situaciones, ser mas perjudicia que beneficiosa

Paralelamente, estudios in vitro han permitido establecer el papel desempefiado por la familia
de GTPasas Rho en la dinamica del citoesgueleto (Mithchinson y Kirschner, 1988). Rho puede ser
especificamente inactivada por C3, que es una transferasa bacteriana (Jalink et al., 1994), su
tratamiento promueve e crecimiento de neuritas in vitro, en un substrato inhibitorio formado por
mielina (Jin y Strittmater, 1997) o proteoglicanos (Winton et al., 2002). También se ha valorado in
vivo, y los resultados obtenidos han mostrado la promocién da la regeneracion junto con la
neuroproteccion que induce (Derghamm, 2002).

Esta ampliamente aceptado, que la administracion de factores tréficos promueve tanto la
supervivencia neuronal como € crecimiento axonal. La administracion intratecal de NGF (Bowes et al.,
2000), BDNF o CNTF (Ye y Houle, 1997, Houle y Ye, 1999) atendan los déficits funcionales
observables tras una leson medular, a la vez que promueven la supervivencia neurona y la
regeneracion axonal. La infusion de NT-3 promueve e crecimiento de fibras mielinicas sensoriales
después de una lesiéon por compresion de las columnas dorsales (Bradbury et a., 1999), mientras que la
inyeccion directa de diversos factores neurotroficos (BDNF, NT3, NT4, CNTF) en la zona de lesion
también favorece la regeneracion axonal (Bregman et a., 1997). Otro méodo de administrar los
factores neurotroéficos es la utilizacion de células modificadas genéticamente para la expresion de un
determinado factor. Asi, € transplante de fibroblastos genéticamente modificados para la expresion de
BDNF (Liu et d., 1999) promueven la regeneracion de axones rubroespinaes y la recuperacion
funcional motora. También los fibroblastos modificados genéticamente para la expresion de NT3 y
BDNF promueven la proliferacién de oligodendrocitos y la remielinizacion de |os axones regenerativos

tras una contusion de lamédula espinal (McTigue et al., 1998).

4.3 Blogueo de los componentes de lacicatriz glial

Para erradicar la cicatriz glial, una de las opciones es eliminar a las células que la componen. El
mayor inconveniente de esta estrategia es que no existe un unico tipo celular que inhiba la
regeneracion, siné que la mayoria de células que la componen oponen resistencia a crecimiento

axonal. Debido a esto, las estrategias tendrian que ir dirigidas a la eliminacién de una gran poblacion
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celular. Para ello se ha utilizado lairradiacion con rayos X (Ridet et al., 2000) o €l uso de bromuro de
etidio, € cua se une al DNA, dafiandolo y produciendo la muerte celular (Moon et al., 2000). En
ambos casos la ausencia de células gliaes ha favorecido la regeneracion axonal. No obstante, esta
terapia parece poco factible en e sentido que magnifica la lesion producida. En otro modelo
experimental, se estudio la ablacién selectiva de astrocitos en una cepa de roedores transgénica, donde
el producto toxico de un gen tenia como promotor a la secuencia promotora del GFAP (Bush et a.,
1999). De td manera que a lesionar el SNC, la hipertrofia astrocitaria fue acompafiada de la
sobrexpresion de GFAP y también del producto toxico que lesllevo alamuerte. Este experimento pone
de relieve las multiples funciones que juegan los astrocitos, ya que asi como se generd un ambiente
propicio para la elongacion axonal, también fueron generados una serie de déficits, tales como la
disfuncion de la barrera hematoencefdlica o lainfiltracién masiva de células sanguiness. Otra estrategia
es € uso de toxinas especificas para determinadas células gliales. Por g emplo, la administracion de L-
alpha-amino-adipate (L-AAA) especificamente induce la muerte de astrocitos, pero no de neuronas. Su
aplicacién permite tener durante un corto periodo de tiempo un ambiente libre de astrocitos, generando
un ambiente favorable para e crecimiento axona (Khurgel, 1996). Otra linea de investigacién menos
agresiva es la atenuacion del desarrollo de la astrogliosis. En este caso, se busca inhibir a los factores
responsables de desencadenar y estabilizar €l desarrollo de lacicatriz glia. Por g emplo, € factor TGF-
beta-1, esun potente inductor de la astrogliosisy su administracion en el SNC induce a una aumentada
reactividad glial. La aplicacion de su anticuerpo, bloquea su accion por lo que se reduce la expresion
de moléculas de la cicatriz glial (Logan et al., 1999). En esta misma linea se ha intentado potenciar la
aplicacién de moléculas antinflamatorias como IL-10 (Balasingam y Y ong, 1996).

No sblo las células gliales que conforman la matriz presentan moléculas inhibitorias para el
crecimiento. La matriz extracelular, formada por la secrecion de proteinas de las células de la cicatriz,
también presentan un gran numero de estas moléculas. Es por ello que existen diferentes estrategias que
buscan neutralizar sus efectos. Una aproximacion se basa en interferir en la sintesis de estos
componentes. Sirva como eemplo la betaxilosidasa, un farmaco que inhibe la sintesis de
proteoglicanos. Tras su administracién, se genera un ambiente libre proteoglicanos por 10 que aumenta
la permisividad para e crecimiento axonal (Smith-Thomas et al., 1995). Resultados similares se han
obtenido a administrar farmacos que inhiben el ensamblgje de las cadenas individual es de procol ageno
para formar colégeno (Stichel et a., 1999). Otra estrategia aternativa, que ha conseguido muy buenos
resultados, es la degradacion enzimética. Experimentos in vitro como in vivo han puesto de manifiesto
que la administracion topica de la condroitinasa ABC degrada parciadmente los proteoglicanos,

generando un ambiente favorable parala extension de las neuritas y axones respectivamente (Zuo et al.,
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1998, Bradbury et al., 2002). A diferencia de las proteinas inhibitorias de la mielina, el bloqueo con
anticuerpos de los proteoglicanos ofrece muchas dudas, ya que estas moléculas participan en una gran
variedad de funciones en e SNC. Seria necesario la produccién de anticuerpos especificos contra cada

uno de los distintos componentes de esta familia molecular.

4.4 Neutralizacion de los efectos blogueantes de lamiglina

A partir de la identificacion de las glucoproteinas Nogo, MAG y OMgp como componentes
inhibitorios de la mielina, e hecho de que las tres utilicen e mismo receptor p75ntr en el cono de
crecimiento y a creciente conocimiento de las vias responsables de la transduccion de la sefia
evocadas tras la union de ligando-receptor, se estd desarrollando una gran variedad de estrategias
experimentales que persiguen la neutralizacion de estas moléculas inhibitorias con € subsiguiente
ensal zamiento de la regeneracién axonal.

La primera estrategia desarrollada fue el uso de anticuerpos (IN-1) que reconocen la proteina
Nogo-A. Su aplicacion tanto in vitro (Caroni y Schwab, 1988) como in vivo (Schnell y Schwab 1990,
Bregman et a., 1995) bloqueo € efecto inhibitorio de NOGO-A y permitié el crecimiento de neuritasy
axones respectivamente.

Los estudios in vivo consistieron en seccionar selectivamente el tracto corticoespina de la
meédula espinal y paralelamente inyectar en la corteza frontoparietal células hibridoma productoras y
secretoras del anticuerpo IN-1. Estos se difundieron por & parénguima cortical, entraron en €l flujo del
liquido cerebroespinal para finalmente llegar a segmento medular lesionado. Tres semanas después,
los axones corticoespinaes atravesaron la zona de lesion mayoritariamente circunva andola por zonas
laterales preservadas. No obstante solo los animales productores de IN-1 presentaron axones
corticoespinales regenerativos que se extendieron caudalmente varios milimetros de la lesién. Por €l
contrario, en los animales control (con un injerto de células hibridomas no productoras de IN-1) los
axones no se extendieron mas de un milimetro de la zona de lesion (Schnell y Schwab, 1990). No
obstante, el nimero de axones regenerativos fue bajo, seguramente debido ala accion inhibitoria de los
otros componentes bloqueantes de la mielina. Estudios posteriores, mostraron que e bloqueo de Nogo-
A permitia la regeneracion de no sdlo de axones corticoespinales si no también de axones del tronco
del encéfao, y que este crecimiento axonal iba acompafiado de la recuperacion funcional de los
animales (Bregman et al 1995, Merkler et al 2001) .

El bloqueo de IN-1 permite la regeneracion de axones lesionados e induce a cambios plésticos
de los axones no afectados tras la lesion. En una serie de experimentos Raineteau redizd una

piradotomia bulbar y observé que € blogueo de NOGO-A permitia la ramificacién de axones
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rubroespinales intactos, que fue acompariada de un aumento de las funciones motoras de los animales.
Estos experimentos ponen de relieve la capacidad de NOGO-A de inhibir tanto € crecimiento de
axones regenerativos como de colaterales de axones no afectados, por 1o que su bloqueo permite €
crecimiento de ambos y la restitucion de parte de las funciones motoras (Thalmair et al., 1998,
Raineteau et al 2001)

Pese a esto, la presencia de mas moléculas inhibitorias en la mielina implica que € bloqueo de
la actividad de Nogo sea insuficiente para permitir € crecimiento axonal. Seria necesario la
combinacion de diferentes farmacos o anticuerpos para blogquear la actividad de todas las moléculas
inhibitorias. Por otro lado, € hecho que todas éstas se unan a un mismo receptor del cono de
crecimiento da pie a un abordaje aternativo, donde la diana terapéutica fuese la in activacion de tales
receptores. Esta ha sido, por g emplo, la estrategia desarrollada en las investigaciones de GrandPré y
colaboradores (2002), quienes bloquearon € receptor con un fragmento proteico de NOGO-A . Al
administrar este fragmento a roedores con una hemiseccion torécica, observo la extension de los axones
corticoespinales varios milimetros por debajo de lalesion.

El uso de moléculas bloqueantes supone la necesidad de tener un sistema que permite la sintesis
y secrecion continua de tales moléculas. EI método origina del transplante de células hibridomas no
esta exento de criticas, por 1o que han surgido técnicas alternativas de administracion, como es e caso
del uso de mini-bombas que inyectan periddicamente bolos del bloqueante (Brésamle et al., 2000) o,
mas recientemente, € desarrollo de inducir la inmunidad contra tales moléculas, por medio de la
vacunacion (Huang et al., 1999)

En otro orden de cosas, se han desarrollado extensos trabgjos para inhibir la accién de MAG.
Estudios in vitro han revelado la accion inhibitoria de MAG, y la administracion de bloqueadores ha
resultado en e crecimiento de las neuritas. En cambio, los estudios redlizados in vivo son
controvertidos, ya que lesiones en roedores “knock out” para € gen de MAG, no se ha observado un
aumento en € crecimiento axonal, seguramente debido en parte, a la presencia de los deméas
inhibidores de crecimiento (Bartsch et al., 1995). Es necesario € estudio comparativo de la inhibicion
parcia ejercida por cada molécula en concreto. Estudios realizados in vitro han mostrado que ambas
proteinas desarrollan actividades equivalentes (Prinjha et a., 2000). No obstante, es imprescindible que
en e futuro se desarrollen modelos animaes “knock out” para Nogo y comparar de nuevo los

resultados.

4.5 Modulacion del ambiente glial: € transplante celular
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El transplante celular es una de las aproximaciones experimentales que mas desarrollo y
expectativa ha generado en los Ultimos afios. No sdlo por lainfinidad de funciones que € injerto celular
puede desempefiar en € tejido nervioso lesionado, si no ademas por € gran abanico de tipos celulares
gue se pueden utilizar y la extensa natural eza de patologias nerviosas a las que se puede aplicar. En este
sentido diferentes tipos celulares tales como las células de Schwann, precursores de oligodendrocitos y
de astrocitos, células de la médula adrenal, tejido fetal, células madre, macrofagos y microglia reactiva,
células serotoninérgicas, fibroblastos modificados genéticamente, y por supuesto glia envolvente han
sido transplantadas en diferentes paradigmas experimentales de lesién medular. En la mayoria de los
estudios realizados, € transplante celular promueve en cierta forma la regeneracion, remielinizacion o
preservacion de los axones central es con la subsiguiente megjorafuncional del animal.

El objetivo principal del transplante celular es que éstas desempefien alguna o varias de las
funciones siguientes, por |o que promoverian tanto la proteccién como la regeneracion neural.

1) El injerto celular podria funcionar como una estacion de relevo entre las estructuras
supraspinaes y los nucleos medulares caudales a la lesion. De este modo la imposibilidad de los
axones supraespinaes de atravesar la zona de lesidén seria compensada por la presencia de nuevas
neuronas con las propiedades plésticas necesarias para generar contactos sindpticos no solo con los
axones aferentes sino emitiendo asimismo prolongaciones que singptaran con las neuronas diana
correspondientes. Es evidente que las células candidatas a realizar esta funcion han de poseer una
altisma plasticidad morfolégica y funcional para poder acoplarse a la circuiteria y metabolismo
neurotransmisor requerido. Es por ello que las células madre, los injertos de tejido nervioso fetal o los
neuroblastos sean las més indicadas para esta funcién (Zompaet al., 1997).

2) El injerto celular puede servir como una factoria de sintesis y secrecion de diferentes factores
gue promuevan la supervivenciay el crecimiento neuronal, confiriendo un soporte fisico y tréfico para
la regeneracion axonal. En este sentido, las células transplantadas pueden liberar al medio extracelular
una serie de productos que, ya sea porqué las sinteticen de forma natural o bien porqué sean
transgénicas y estén modificadas para que lo hagan de forma constitutiva, modifiqguen y modulen la
respuesta de las neuronas o de las células gliales. En esta linea, por medio de la potenciacion o de la
atenuacion de las respuestas fisiolégicas de las células de la médula espina se puede modular €l
ambiente glia, haciendo que sea favorable tanto para la neuroproteccion como para la elongacion
axonal. Con este propdsito se han evaluado un gran abanico de células. Por g emplo, |os transplantes de
células de Schwann realizados por € equipo de Bunge con e propodsito de mimetizar los fendmenos del
sistema nervioso periférico. También se estd estudiando el posible papel de las células inmunitarias en

la regeneracion, ya que se postula que € inmunoprivilegio del SNC podria ser un impedimento afiadido
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para la regeneracion ya que a diferencia del SNP e detrito celular tarda mucho mas tiempo en ser
eliminado del parénquima nervioso, pudiendo ser una barrera fisica para € crecimiento axonal
(Lazarov-Spiegler et al., 1998)

Las propiedades plasticas, exclusivasy Unicas en el SNC, que posee e sistema olfatorio hacen
qgue sea € centro de atencion de numerosos investigadores. A diferencia del resto de neuronas
centrales, las neuronas sensoriales olfatorias presentan un continuo reemplazo alo largo de toda lavida
del individuo (Farbman, 1990). Posiblemente, € contacto de sus dendritas con e medio externo las
hace muy vulnerables a agentes quimicos y fisicos presentes en la atmdsfera, y que su presencia
induzca a la muerte neuronal (Costanzo, 1991). Con tal de evitar la pérdida cronica de estas neuronas y
por tanto la pérdida del sentido del olfato, en € epitelio nasal existen células de soporte que se
diferencian en neuronas y que las reemplazan cuando éstas mueren. Estas neuronas sensoriales recién
formadas extienden su axon alo largo del trayecto del nervio olfatorio, penetran en el bulbo olfatorio y
realizan sinapsis funcionales con las respectivas neuronas de segundo orden del procesamiento
sensorial. Estudios experimentales muestran que esta capacidad regenerativa no solo se da en
situaciones fisioldgicas, sino que a dafiar € nervio o bulbo olfatorio, los axones crecen y sinaptan de
nuevo con sus células diana, restableciendo la funcién sensoria (Costanzo, 1985). Estos motivos hacen
que e sistema olfatorio y las células que lo componen estén recibiendo un intenso estudio por parte de
muchos laboratorios con € fin de replicar estas propiedades en zonas lesionadas del SNC. Ha quedado
postulado que, en gran medida, las capacidades regenerativas de este sistema estan potenciadas por la
GE que lacompone (Doucette 1984, Ramén-Cueto y Valverde, 1995).

3) El injerto celular puede remielinizar los axones desmieinizados por la lesion. Estan
ampliamente evidenciados los déficits funcionales que comportan € bloqueo de la conduccion
inducido por la desmielinizacion segmentaria de los tractos espinales (Nashmi y Fehlings, 2001).
Ademés los oligodendrocitos, juntamente con las neuronas, son céulas que han mostrado poseer una
gran vulnerabilidad alos procesos apopt6ticos, 1o que les conduce a la muerte celular. El transplante de
progenitores de oligodendrocitos, de células de Schwann, de células estromales de la médula 6seay de
GE han demostrado su potencial para remielinizar a los axones desnudos de mielina y restablecer las
funciones de conduccion (Imaizumi et a., 2000, Akiyamaet al., 2001, 2002).

Los excelentes resultados que se estdn obteniendo en los modelos experimentales abren la
posibilidad de una futura aplicacion clinica. No obstante, asi como en otras patologias del SNC esta
constatado que a los pacientes se les ha realizado transplantes celulares, no sucede lo mismo con los
traumatismos de la médula espinal (Freed, 2000). Y s0lo en unos trabajos puntuales realizados € Dr.

Katunian en e Brain Research Institute of the Moscow Academy of Medicine se ha descrito €l
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transplante de piezas de la corteza cerebral de fetos en lesionados medulares (Reier et al., 1994). Los
resultados descritos por €l investigador son esperanzadores. Aunque los pacientes solo presentaran una
leve mejora motora, en ninglin caso se empeord e estado del paciente, o que sugiere la accesibilidad
del abordaje quirdrgico. Actualmente una empresa privada esta subvencionando un programa para €l
transplante de macréfagos activos. De momento se encuentran en las fases iniciales del estudio (Blight,
2002).

Aunque los datos obtenidos experimentalmente son esperanzadores, y los distintos tipos de
céulas transplantadas ofrecen selectivamente una serie de ventgjas, aln queda un largo camino
experimental por recorrer hasta que fiablemente podamos transplantar células o aplicar cualquier otra
terapia reparadora en la médula espinal lesionada de los pacientes. Por este motivo, los estudios
realizados en la presente tesis pretenden profundizar y aportar nuevos datos sobre los efectos del
transplante de glia envolvente del bulbo olfatorio, ya que es necesaria una amplia investigacion
experimental que permita elucidar los mecanismos moleculares, celulares, asi como a los posibles
cambios plasticos que induce € transplante gliad en € sistema nervioso centra antes de poder

transplantarla en lesiones medulares humanas.
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OBJETIVOS

La presente tesis doctoral tiene dos objetivos principales. en primer lugar caracterizar un

modelo de lesion fotoquimica en la médula espinal de larata, y en segundo lugar, evaluar en el modelo

experimental estandarizado, los efectos a corto y a largo plazo del transplante de glia envolvente del

bulbo olfatorio.

L os objetivos concretos son los siguientes:

1

Desarrollar un modelo de lesidon fotoquimica, basado en la aplicacion topica en la médula
espina del agente fotoactivo rosa de bengala y su subsiguiente excitacion por medio de la
irradiacion con una fuente de luz fria.

Evaluar, a corto plazo, los efectos del transplante de glia envolvente del bulbo olfatorio en
animales sujetos a unalesion fotoguimica severa de lamédula espinal .

Valorar € grado de afectacion motora producida a realizar una lesion fotoquimica en distintos
segmentos de lamédulaespina (T8y L2).

Evaluar, a largo plazo, los efectos del transplante de glia envolvente del bulbo olfatorio en
animal es sujetos a unalesion fotoguimica leve de la médula espinal.

Comparar, a largo plazo, los efectos neuroprotectores gercidos por € transplante de glia
envolvente o células de Schwann en animales sujetos a una lesion fotoquimica de la médula
espinal.

Estudiar la influencia del método de transplante celular sobre los efectos gercidos por las

células transplantadas en la médula espinal lesionada.
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DISENO EXPERIMENTAL

DISENO EXPERIMENTAL

Caracterizacion funcional y morfolégica de la lesiéon fotoquimica en la médula espinal.
(Trabajos 1 vy 2)

Objetivos

- Vdorar s e procedimiento quirdrgico propuesto de la médula espina induce una lesion con
caracteristicas ssimilares a los ya estandarizados.

- Evaluar acorto plazoy por medio de técnicas neurol 0gicas, el ectrofisiol 6gicas e histol gicas el grado
de lesién medular inducido por el método propuesto.

- Estudiar lainfluencia del tiempo de irradiacion sobre € grado de lesion medular.

Materialesy Métodos

Lesion fotoquimica en lamédula espinal (T13).

Grupos experimentales:
RBO; Médula espinal bafiada con Rosa de Bengalasin irradiar.
RB1; lluminacion de la médula espinal, con Rosa de Bengala, durante 1 minuto.
RB2.5; Iluminacion de lamédula espinal, con Rosa de Bengala, durante 2.5 minutos.
RB5; Iluminacién de la médula espinal con, Rosa de Bengala, durante 5 minutos.
RB10; Iluminacién de la médula espinal, con Rosa de Bengala, durante 10 minutos.
SS10; Médula espinal bafiada con suero fisioldgico, e irradiada durante 10 minutos.

Evaluacién neurologica

Prueba de deambul acién en campo abierto (escalaBBB): 0, 3, 5, 7, 9, 11, 15 dpo.

Prueba de sensibilidad termoalgésica: 0y 15 dpo.

Evaluacion electrofisiolégica: 0y 15 dpo

Potenciales motores y somatosensoriales evocados.
Conduccién motora periféricac OndasM y H.

Evaluacion histolégica (15 dpo)

Descripcion con microscopia electronica de la zona de lesion.

Cuantificacion de la cavidad producida.

Descripcion cuantitativay/o cuditativa de las distintas poblaciones neurales de la médul a espinal
Inmunocitoquimica:  Astrocitos (GFAP 'y Proteoglicano (3PE8)), Motoneuronas (CGRP),
Interneuronas (Calbildina D-28) y Microglia (Lectina del tomate).
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Estudio a corto plazo los efectos del transplante de glia envolvente del bulbo olfatorio en

animales sujetos a una lesién fotoquimica severa de la médula espinal. (Trabajo 3)

Objetivos

- Vdorar s e modelo de lesion es valido para evaluar € transplante celular como estrategia reparadora
de lamédula espinal lesionada.

- Vaorar funcionalmente e grado de recuperacion funcional tras el transplante celular.

- BEvaluar € grado de preservacion de parénquima medular y de reactividad glia tras e transplante
celular.

Materialesy Métodos

Lesion Fotoquimica severa (5 minutos de irradiacion) en T13.
Transplante agudo de glia envolvente del bulbo olfatorio en DMEM (180.000 células/animal).
Grupos Experimentales:

RB5: Animales con 5 minutos de irradiacion.

RB5 + OEC: Animales con 5 minutos de irradiacion y transplante de glia envolvente.
Evaluacion neurologica (0, 3,5, 7, 9, 11, 15 dpo)

Prueba de deambul acién en campo abierto (escalade Tarlov).

Prueba de Nocicepcion (pinprick).
Evaluacién histol 6gica (15 dpo)

Estudio cualitativo y cuantitativo de la reactividad astrocitaria en la zona de lesion y en las zonas

rostralesy caudales a ésta, por medio del inmunomarcaje contra GFAP'y el proteoglicano 3PES .
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Estudio del grado de afectacién motora producida al realizar una lesién fotoguimica de la

médula espinal en los segmentos espinales T8 v L2. (Trabajo 4)

Objetivos
- Comparar |a habilidad locomotora de los animales con lesiones en los segmentos T8 o L2 medulares.
- Evauar las propiedades el ectrofisiol 6gicas de | os circuitos espinales motores después de lalesion.

- Evauar e grado de afectacion de |as motoneuronas lumbares.

Materialesy Métodos
Lesion fotoquimica, de 2.5 minutos de irradiacion, en los segmentos T8 o L2 de lamédulaespinal.

Grupos Experimental es:
CNT: Animales intactos.
iT8: Animales con lalesion en el segmento T8 espinal.
iL2: Animales con lalesion en el segmento L2 espinal.
Evaluacién neurologica
Prueba de deambul acién en campo abierto (escalaBBB): 0, 3, 5, 7, 9, 11, 15 dpo.

Evaluacion electrofisoloégica: Oy 15 dpo

Potencial es motores evocados.
Conduccién motora periféricac. OndasM y H.

Evaluacién histol 6gica (15 dpo)

Evaluacion del parénquima preservado en la zona de lesion.
Evaluacion de la supervivenciay estado funcional de las motoneuronas lumbares:
e Tincién con Violetade Cresilo.

¢ Inmunomarcgje contra CGRP.
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Estudio, a largo plazo, de los efectos del transplante del glia envolvente de bulbo olfatorio en

animales sujetos a una lesién fotoguimica leve de la médula espinal. (Trabajo 5)

Objetivos

- Evaluar € grado de recuperacion neurologica y electrofisiolégica de los animales con transplante
celular.

- Vaorar histolégicamente € grado de afectacion neural, asi como la reactividad glial en la zona de

lesion.

Materialesy Métodos

Lesion fotoquimica, de 2.5 minutos de irradiacion, en lamédula espina (T8).
Grupos experimental es:
Grupo DMEM: Animales con inyeccion del vehiculo.
Grupo OEC: Animales con transplante de glia envol vente (180.000 células/animal).
Evaluacién neurologica (0, 7, 14, 30, 60, 90 dpo)
Prueba de deambul acion en campo abierto (escala BBB).
Pruebadel plano inclinado.
Prueba de sensibilidad termoal gésica.
Evaluacién electrofisiol 6gica (0, 14, 30, 60, 90 dpo)

Potencial es motores y somatosensoriales evocados.

Conduccién motora periférica: OndasM y H.

Evaluacién Histol6gica (90 dpo)

Cuantificacion del parénquima medular preservado en lazona de lesion.
Descripcion cudlitativa de la reactividad astrocitaria (inmunomarcaje contra GFAP) en la zona de

lesion .
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Comparar a largo plazo, los efectos neuroprotectores ejercidos por el transplante de glia

envolvente o de células de Schwann en animales sujetos a una lesién fotoquimica de la

médula espinal. (Trabajo 6)

Objetivos

- Vaorar e efecto neuroprotector gercido por cada tipo celular transplantado, y su relacion con la
recuperacion funcional de los animales transplantados.

- Valorar histol6gicamente el grado de afectacion neural, reactividad glial y conectividad medular de

los animales.

Materialesy Métodos

Lesion fotoguimica, de 2.5 minutos deirradiacion, en lamédula espinal (T8).
Grupos experimentales:
Grupo DMEM: Animales con inyeccion del vehiculo.
Grupo SC: Animales con transplante de células de Schwann (180.000 células/animal).
Grupo OEC: Animales con transplante de glia envol vente (180.000 células/animal).
Evaluacion neurolégica (0, 7, 14, 30, 45, 60, 90 dpo)
Prueba de deambulacion en campo abierto (escala BBB).
Prueba del plano inclinado.
Prueba de sensibilidad termoal gésica.
Evaluacion electrofisiolégica (0, 14, 30, 60, 90 dpo)

Potencial es motores y somatosensoriales evocados.

Conduccion motora periféricas OndasM y H.

Evaluacién histolégica (90 dpo)

Cuantificacion del parénguima medular preservado en lazonade lesion.
Cuantificacion de lareactividad glia: GFAP, CSPG.

Valoracion de la conectividad espinal: tracto corticoespinal y tractos serotoninérgicos.
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DISENO EXPERIMENTAL

Estudio de la influencia del método de transplante celular sobre los efectos ejercidos por el

transplante en la médula espinal lesionada. (Trabajo 7)

Objetivos

- Evaluar € grado de recuperacion neuroldgica y electrofisiolégica de los animales con transplante
celular.

- Valorar histologicamente e grado de afectacion neural, asi como la reactividad glial en la zona de

lesion.

Materialesy M étodos

Lesion fotoguimica, de 2.5 minutos deirradiacion, en lamédula espina (T8)
Grupos experimental es:
Grupo DMEM: Animales con inyeccion del vehiculo.
Grupo OEC: Animales con transplante de glia envolvente (180.000 célulag/animal).
Evaluacion neurolégica (0, 7, 14, 30, 60, 90 dpo)
Prueba de deambul acion en campo abierto (escala BBB).
Pruebadel plano inclinado.

Prueba de sensibilidad termoal gésica.

Evaluacién histol 6gica (90 dpo)

Cuantificacion del parénguima medular preservado en lazonade lesion.
Descripcion cualitativa de la reactividad astrocitaria (inmunomarcados contra GFAP) en la zona de

lesion.
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ABSTRACT

This study characterizes by functional and electrophysiological methods changes following photo-
chemically induced injuries to the spinal cord in adult rats. The spinal cord was exposed by laminec-
tomy and bathed with 1.5% rose bengal solution for 10 min (T12-L1 vertebrae). The excess dye
was removed by saline rinse and the spinal cord was irradiated with ‘“cold” light for 0, 1, 2.5, 5, and
10 min in different groups of rats. During the first 15 days postlesion, locomotion activity, pain sen-
sibility, motor and somatosensory evoked potentials, and motor and nerve action potentials were
evaluated. Graded locomotor and nociceptive recovery was observed in irradiated rats depending
on the photoinduction time. At 15 days, the amplitude of motor and sensory evoked potentials was
significantly lower in irradiated groups with respect to control rats. The amplitude of compound
muscle action potentials and of reflex H wave after sciatic nerve stimulation decreased significantly
in irradiated animals with respect to control rats, while the latency did not show significant differ-
ences. In irradiated groups, significant differences were seen between pre- and postoperative values
for most functional and electrophysiological parameters analyzed. A significant negative relation-
ship was found between the area of cystic cavity of the spinal cord and the functional and electro-
physiological impairment.

Key words: algesimetry; electrophysiology; open field walking; photochemical injury; rose bengal; spinal
cord

et al., 1988; Van de Meent et al., 1996). Using clip com-
pression, Fehlings and Tator (1995) also reported that the
highest inclined plane and locomotor Tarlov scores were
seen in rats that received the lowest closing forces. In rats
whose spinal cords were lesioned by the weight-drop

INTRODUCTION

FUNCTIONAL AND ELECTROPHYSIOLOGICAL DEFICITS and
their possible recovery are related to the severity of
spinal cord injury. After graded spinal cord contusion,

using a weight-drop device, several studies reported that
the greatest locomotor recovery was observed in animals
that received the lowest cord impact lesion (Basso et al.,
1996; Magnuson et al., 1999; Metz et al., 2000; Raines

technique, the amplitude of somatosensory evoked po-
tentials (SSEPs) decreased when the dynamic force in-
jury increased (Baskin and Simpson, 1987; Raines et
al., 1988). Motor evoked potentials (MEPs) could be

'Department of Cell Biology, Physiology and Immunology, Universitat Autbonoma de Barcelona, Bellaterra, Spain.
2Hand Unit, Hospital Clinic i Provincial, Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain.

501



GARCIA-ALIAS ET AL.

recorded in animals that received mild or moderate spinal
cord contusion but were abolished in animals with a se-
vere contusion. The amplitude of MEPs decreased de-
pending on the impact force (Baskin and Simpson 1987;
Levy etal., 1986, 1987; Shiau et al., 1992; Van de Meent
et al., 1996). Similar results were observed after graded
spinal cord clip compression (Fehlings et al., 1987).
Changes of lumbar reflex excitability were viewed in
adult rats after spinal contusion at T8 level (Thompson
et al., 1992, 1998). Recently, Chiba and co-workers
(2000) reported that the H-reflex, evoked in tibial and
gastrocnemius muscles by magnetic cortical stimulation,
disappeared and that the properties of M and F waves
changed depending on the depth of impact spinal cord
injury at L1-L.2 level. These findings suggest that elec-
trophysiological properties of lumbosacral spinal neurons
were altered after spinal cord injury.

Functional impairments are well characterized after
graded mechanical cord injuries, but less is known after
graded photochemical cord injury. Graded neurological
deficits have been found in rats that received a photo-
chemical injury in the spinal cord. The neurological ab-
normalities were related with the time of laser irradiation
(Prado et al., 1987). In addition, changes in lumbar re-
flex excitability and peripheral nerve conduction have not
been studied using this experimental injury model. In a
previous study we demonstrated by histological tech-
niques that rose bengal, a photosensitive dye, applied
topically over the spinal cord, penetrated the cord
parenchyma and after illumination with visible light by
means of fiberoptics connected to a halogen lamp caused
a graded spinal cord injury depending on the time of il-
lumination (Verdu et al., 2003). In the present work, we
describe the effects of photochemical graded spinal cord
injury on functional and electrophysiological responses
during the first 15 days postoperation (dpo). Locomotor
activity, evaluated using open-field walking, and noci-
ceptive sensitivity of the hindpaw were used as functional
tests. Motor and somatosensory evoked potentials were
used for evaluating the integrity of spinal cord pathways.
Motor and sensory sciatic nerve conduction and the Hoff-
man (H) reflex were tested for evaluating peripheral
nerve conductionand excitability of lumbar reflexes. Fur-
thermore, correlations between functional, electrophysi-
ological, and histological outcomes were analyzed.

MATERIALS AND METHODS

Spinal Cord Injury

Female Sprague-Dawley rats (250-300 g) were anes-
thetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg, i.p.),
placed in a stereotactic frame, the skin and muscles cut

longitudinally and the spinal cord was exposed by a dor-
sal laminectomy at T12-L1 vertebrae. The dura was care-
fully cut to facilitate penetration of solutions. Rose ben-
gal (RB; 1.5% in saline; Sigma, St. Louis, MO) was
applied directly on the exposed spinal cord during 10 min.
The excess dye was removed by a double saline rinse.
The lesion was induced by illuminating the exposed dor-
sal surface of the spinal cord by means of two optic fibers
positioned 10 mm on top of the cord. The optic fibers
were connected to a halogen lamp (Raypa, Barcelona,
Spain). The spinal cord was illuminated at maximal in-
tensity of 120 kLux during 0, 1, 2.5, 5, and 10 min in
groups RBO (n = 5), RB1 (n = 5), RB2.5 (n = 6), RB5
(n = 10), and RB10 (n = 5), respectively. In a control
group, the spinal cord was bathed with saline solution
alone and illuminated for 10 min (group SS10, n = 5).
To prevent damage by the calorific source of the halo-
gen lamp, during the illumination time the spinal cord
was bathed with saline solution. Finally, the wound was
closed and the animals were kept in a warm environment
until full recovery. Amitriptyline (150 wg/mL) was ad-
ministered in the drinking water to prevent neuropathic
pain (Navarro et al., 1994) from 2 weeks before spinal
cord injury to 15 days postoperation. The experimental
procedures adhered to the recommendations of the Eu-
ropean Union and the U.S. Department of Health for the
care and use of laboratory animals and were approved by
the Ethics Committee of our institution.

Functional Methods

Functional tests were performed before operation and
during 15 dpo. Locomotor activity was evaluated daily
using the open-field walking scoring system and mea-
suring the locomotor ability during 15 min. One animal
at a time was allowed to move freely inside a plastic tray
(60 cm X 90 cm X 24 cm). Two independent examiners
observed the hind-limb movements of the rat, and scored
the locomotor function according to the BBB scale
(Basso et al., 1995). The final score of each animal was
the mean value of both examiners. The BBB scale ranges
from O (no hindlimb movement) to 21 (normal move-
ment-coordinated gait). Scores from 0 to 7 indicate the
return of isolated movements in the three joints (hip,
knee, and ankle). Scores from 8 to 13 indicate the return
of paw placement and coordinated movements with the
forelimbs, whereas scores 14-21 show the return of the
toe clearance during stepping, predominant paw position,
trunk stability and tail position.

Nociceptive sensitivity was evaluated at 15 dpo by a
heat-radiation method using a plantar algesimeter (Har-
greaves et al., 1988). Briefly, the rat was placed into a
plastic box with an elevated glass floor. From the bottom
of the box, the light of a projection lamp (150 W) was
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focused directly onto the plantar surface of the hindpaw.
The time to withdrawal of the heated paw (withdrawal
latency) was measured through a time-meter coupled
with infrared detectors directed to the plantar surface. The
maximal time of stimulation was limited to 40 sec to
avoid skin damage. The value for a test was the mean of
three trials separated by 30-min resting periods.

Electrophysiological Methods

Motor and somatosensory evoked potentials were
tested to evaluate the integrity of spinal cord descending
and ascending tracts. Animals were anesthetized with
sodium pentobarbital (25 mg/kg, i.p.), and placed in a
prone position over a warmed flat coil controlled by a
hot water circulating pump to maintain skin temperature
above 32°C. Motor evoked potentials (MEPs) were
recorded using monopolar needle electrodes placed at tib-
ialis anterior and plantar (at the third metatarsal space)
muscles, while the contralateral sensorimotor cortex was
stimulated by single rectangular pulses of 0.1 msec du-
ration, delivered through needle electrodes inserted sub-
cutaneously, the cathode over the skull overlying the
sensorimotor cortex and the anode at the nose. This con-
figuration produces transcranial stimulation that activates
subcortical efferent pathways (Adamson et al., 1989;
Zappulla et al., 1988). For somatosensory evoked poten-
tials (SSEPs), electrical stimuli of 0.1 msec duration and
6 mA intensity were applied at 5 Hz to the tibial nerve
by means of two needle electrodes inserted at the ankle.
Evoked responses were recorded using two needle elec-
trodes placed subcutaneously on the skull (same sites as
stimulation needles for MEPs). A total of 256 responses
were recorded during 100 msec following each stimulus
and averaged. The signals were amplified, filtered (band-
pass 1 Hz/5 kHz for MEPs and 10 Hz/1 kHz for SSEPs),
and displayed on the oscilloscope (Sapphire 4ME, Vick-
ers) to measure the amplitude and the latency of the
evoked potentials (Nuwer, 1998).

For nerve conduction studies, the sciatic nerve was
stimulated percutaneously though a pair of needle elec-
trodes near the sciatic notch. Square pulses of 0.1 msec
duration and supramaximal intensity were applied, and
the compound muscle action potentials (CMAP) evoked
by stimulation of motor nerve fibers, were recorded from
the lateral gastrocnemius, tibialis anterior and plantar
muscles by using monopolar needles. Compound nerve
action potentials (CNAP), elicited by stimulation of large
sensory fibers, were recorded with needle electrodes in-
serted near the nerve from the digital nerves of the fourth
toe and from the tibial nerve at the ankle. Compound ac-
tion potentials were amplified and displayed on the os-
cilloscope (Sapphire 4ME, Vickers) to measure the am-

plitude of the negative peak and the latency to the onset
(Navarro et al., 1999). The spinal H reflex was assessed
during motor nerve conduction tests. The amplitude and
the latency to peak of the H-wave were measured for the
three muscles tested (Navarro et al., 1999; Valero-Cabré
and Navarro, 2001).

To ensure reproducibility the recording and stimulat-
ing needles were placed under a microscope to secure the
same placement on all animals guided by anatomical
landmarks.

Statistical Analysis

All functional and electrophysiological measurements
were performed in a blinded manner. Data are shown as
the mean * SEM. Statistical comparisons between
groups were made by analysis of variance (ANOVA)
with post-hoc Scheffé test for multiple comparisons. To
examine differences between pre- and postoperative
times, a paired t-test was used. Differences were consid-
ered significant if p < 0.05. The relationships between
results of different tests were analyzed using linear re-
gression.

RESULTS

Functional Results

Photochemical injuries of increasing severity produced
graded impairment of the locomotor performance as mea-
sured by the BBB score (Fig. 1, Table 1). Group RBO
showed the greatest locomotor recovery; animals in this
group progressed from frequent weight-supported plan-
tar step to normal gait and tail consistently up. Groups
RB1 and RB2.5 had an intermediate level of recovery.
By 3 dpo, most RB1 rats showed extensive movements
of two joints, while RB2.5 rats did not show noticeable
hindlimb movements. During the following postoperative
days, the BBB-score of both groups increased progres-
sively up to plantar placement of the paw with weight
support in stance only or occasional weight-supported
plantar steps without fore- and hindlimb coordination.
The rats of group RB5 had no hindlimb movements un-
til 7 dpo and later limited recovery in most cases to only
slight joint movements. No hindlimb movements were
seen in rats of group RB10. Surprisingly, group SS10 had
a lower though not significantly locomotor recovery than
group RBO; animals in this group progressed from move-
ments of hindlimb joints to normal locomotion occa-
sionally hampered by trunk instability. Significant dif-
ferences in the BBB score were found between RBI,
RB2.5, and RBS5 groups with respect to SS10 and RB0O
rats; and for RB10 with respect to all other experimen-
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tal groups (Table 1). Scores at 15 dpo were significantly
lower than preoperative control values in all irradiated
groups, but not in groups RB0O and SS10.

Nociceptive response evaluated by plantar algesimetry
showed that, at 15 dpo, the time to withdrawal of the
heated paw was similar to control values (mean of 10
sec) in group SS10, slightly increased in groups RBO,
RBI1, and RB2.5, and significantly longer in groups RB5
and RB10 (Table 1). Significant differences were found
in groups RB2.5, RB5, and RB10 between pre- and post-

Open field walking scores over time in the experimental groups studied.

operative values. All animals of groups SS10, RB0O, RB1,
and RB2.5 showed withdrawal movement of the hind-
paws, while only four of 10 animals (40%) in group RB5
and none in group RB10 showed positive responses.

Electrophysiological Results

The MEPs recorded prior to operation showed a sin-
gle wave with a mean latency of about 6 msec in tibialis
anterior muscle and 8 msec in plantar muscle. The mean

TABLE 1. FUNCTIONAL AND ELECTROPHYSIOLOGICAL RESULTS OF MOTOR AND SOMATOSENSORY EVOKED POTENTIALS
OBTAINED AT 15 DAYS AFTER PHOTOCHEMICAL INJURY IN THE EXPERIMENTAL GROUPS STUDIED

Parameter Intact S$S10 RBO RBI RB2.5 RB5 RBI0
BBB-score 210+ 00 177+ 19 208 + 0.1 9.8 +22%b g5+ ppkab |7 + (7%abed (g + (Qxabed
ALG (sec) 10205 93*+x03125x1.1 133 =* 1.1 17.4 = 1.1% 36.8 = 2.2%abed 39 9 + () ]#abed
MEP Ampl (mV) TA 144 * 0.6 156 =29 146 £ 1.2 4.1 = 1.6%> (0.4 = 0.3%> (2 = (.]*2 0.0 = 0.0%
MEP Lat (msec) TA 6.0+ 004 58 + 03 6.2 *0.06 88 = 1.1 8.0+ 19 16.9 = 3.6*abed —
MEP Ampl (mV) PL 02 = 0.02 0.4 *0.1 02 = 0.1 004 = 0.01* 0.03 £ 0.02% 0.0 = 0.0*% 0.0 = 0.0%
MEP Lat (msec) PL 8.1 0.1 79*+02 87=*03 107=*x1.5 16.0 = 4.7 — —
SSEP Ampl (uV) NI 84 +0.6 82=*19 8111 05=02% 03=*0.2% 00 = 0.0%" 0.0 = 0.0%2
N2 162 +05 18.1 12 160 09 1.7 = 0.8%b 1.8 + 0.7¥b (.0 = 0.0%b 0.0 = 0.0%
N3 16.1 + 05 17.1 =15 160+ 0.6 3.2 * 1.7¥*b 33 + 1 7%b (0 + (.0%2b 0.0 = 0.0%
SSEP Lat (msec) N1 14.6 = 0.2 145+ 0.7 15.6 £ 0.3 162 = 0.2 16.5 = 2.3 — —
N2 216 02 220+ 0.6 21.8 £ 0.6 21.6 = 0.5 225+ 0.3 — —
N3 307 =02 305*+0.8 31.3 05 314 =*0.7 31.8 = 0.9 — —

*p < 0.05 versus preoperative values of the same group; “versus SS10; Pversus RBO; ®versus RB1; 9versus RB2.5.

ALG, algesimetry, time to withdrawal; MEP Ampl, amplitude of the motor evoked potential; MEP Lat, latency of the motor
evoked potential; TA, tibialis anterior muscle; PL, plantar muscle; SSEP Ampl, amplitude of the somatosensory evoked potential;
SSEP Lat, latency of the somatosensory evoked potential; N1, first negative wave complex; N2, second negative wave complex;
N3, third negative wave complex; intact, mean of the preoperative values.

Values for intact spinal cords were obtained from preoperative tests in the 36 rats.
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amplitudes were 14 and 0.22 mV in tibialis anterior and
plantar muscles, respectively. After photochemical in-
jury, the amplitude of MEPs recorded in both muscles
decreased significantly in illuminated rats with respect to
preoperative values, while in groups RB0O and SS10 there
were no significant differences (Fig. 2, Table 1). At 15
dpo, the MEPs amplitude was significantly lower in ir-
radiated groups with respect to groups RBO and SS10,
except for the plantar MEP in group RB1. The latency
of MEPs increased slightly in injured rats but not in RBO
and SS10 rats with respect to control values (Table 1).
After spinal cord injury, tibialis anterior-MEPs were
recorded in all animals of groups SS10 and RBO, but only
in three of five rats (60%) of group RB1, three of six rats
(50%) of RB2.5, three of 10 rats (30%) of RB5, and none
(0%) of RB10.

Control SSEPs showed a series of well defined nega-
tive peaks at latencies of 15, 22, and 31 msec, named as
N1, N2, and N3 waves, with mean amplitudes about 8,
16, and 16 uV, respectively (Fig. 3). At 15 dpo, the am-
plitude of SSEPs decreased significantly in all injured
groups with respect to preoperative values, but did not
change in groups RBO and SS10 (Table 1). No signifi-
cant differences were found between pre- and postoper-

A

FIG. 2. Sample of electrophysiologial recordings of motor
evoked potentials (MEPs) recorded in tibialis anterior muscle
in rats of groups RBO (A), RB1 (B), RB5 (C), and RB10 (D)
at 15 days postinjury. Horizontal bar = 2 msec for all traces;

vertical bar = 10, 5, 2, and 1 mV for RB0O, RB1, RB5, and
RB10 traces, respectively.

o

FIG. 3. Sample of electrophysiologicd recordings of so-
matosensory evoked potentials (SSEPs) in rats of groups RBO
(A), RB1 (B), RB5 (C), and RB10 (D) at 15 days postinjury.
Horizontal bar = 10 msec; vertical bar = 4 uV. N1, first neg-
ative wave complex; N2, second negative wave complex; N3,
third negative wave complex.

ative values in SSEP latencies. SSEPs were recorded in
all animals of groups SS10 and RBO, in three of five rats
(60%) of group RB1, three of six rats (50%) of RB2.5,
but in none (0%) of groups RB5 and RB10.

The mean amplitude of compound muscle action po-
tentials (CMAPs) recorded prior to operation in tibialis
anterior, gastrocnemius and plantar muscles after sciatic
nerve stimulation were about 42, 55 and 8 mV, respec-
tively. The mean latencies averaged 1.6, 1.3, and 2.8 msec
in the same muscles, respectively. At 15 dpo, the ampli-
tude of CMAPs decreased significantly in groups RB2.5,
RBS5, and RB10 with respect normal values and to val-
ues of groups SS10, RBO and RB1 for all three muscles
tested (Table 2). The amplitude of CMAPs recorded in
tibialis anterior and gastrocnemius muscles also de-
creased significantly in RB1 rats with respect to preop-
erative values. No significant differences were found be-
tween SS10, RBO, and RB1 animals for any CMAP
values. At 15 dpo the latency of CMAPs did not show
differences between groups (Table 2).

The H wave recorded prior to operation showed a sin-
gle wave with a mean latency of 7.1, 6.6, and 7.7 msec,
and mean amplitude of about 3.0, 5.0, and 0.6 mV in tib-
ialis anterior, gastrocnemius and plantar muscles, re-
spectively. At 15 dpo, the mean amplitude of the H wave
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TABLE 2. ELECTROPHYSIOLOGICAL RESULTS OF PERIPHERAL NERVE CONDUCTION AT
15 DAYS AFTER PHOTOCHEMICAL INJURY IN THE EXPERIMENTAL GROUPS STUDIED

Parameter Intact S$S10 RBO RBI1 RB2.5 RB5 RBI0
CMAP Ampl (mV) TA 41.5 0.6 472 = 0.9 434 %= 1.6 324 * 2.1% 274 = 2.8%b 236 + 1.6%b 156 £ 4,7%abc
CMAP Lat (msec) TA 1.6 =002 1.6 £0.03 1.7x0.06 1.6 £0.08 1.5 =* 0.08 1.5 = 0.04 1.6 = 0.06

CMAP Ampl (mV) GM 54.8 = 0.4 569 =28 51.8 3.2 453 £ 2.5%

34.2 £ 2.9%b 315 + 2 1#b 17,9 + 5 4*abed

CMAP Lat (msec) GM 13 *0.01 13 *003 13 *002 13 =*=0.05 1.3 = 0.02 1.3 £ 0.03 1.4 = 0.04
CMAP Ampl (mV) PL 81 *01 &81*x06 81x01 68=038 4.7 = 0.4%b 44 + (0.4%b 29 + (),9%abe
CMAP Ampl (msec)PL 2.8 = 0.1 29 *0.04 2901 29 =*0.1 29007 29=*006 29 =*02
H-Ampl (mV) TA 29*x01 36=x06 32*x04 29=*03 2.2 £ 0.2% 1.4 £ 0.2%b 15+ (0.4%
H-Lat (msec) TA 7101 69x02 75x03 79=*04 7.7 £02*% 7.6 £03* 83 *x 0.6%
H-Ampl (mV) GM 51*02 60*05 47*04 33=x04% 26=*02% 23=* (5% 17 =x (5%
H-Lat (msec) GM 6.6*0.1 6.1*05 65*02 75x04 76=x02% 75=*02% 79=* (3%
H-Ampl (mV) PL 06 x£004 09x01 07=x01 10=x02 1.1 £ 0.2* 1.0 £ 0.1* 1.0 £ 04
H-Lat (msec) PL 77x01 74x01 75*x03 69=*x07 7.4 £ 0.1 7.5 £ 0.1 83 04

*#p<0.05 versus preoperative values of the same group; *versus SSI0; ®versus RBO; “versus RB1; 9versus RB2.5.
CMAP Ampl, amplitude of the compound motor action potential; CMAP Lat, latency of the compound motor action potential; H-
Ampl, amplitude of the H wave; H-Lat, latency of the H wave; TA, tibialis anterior muscle; GM, gastrocnemius muscle; PL, plantar

muscle; intact, mean of the preoperative values.

recorded in gastrocnemius and tibialis anterior muscles
decreased progressively in relation to the time of pho-
toinduction. Significant differences were found for the
amplitude and the latency of gastrocnemius muscle H
wave of groups RB1, RB2.5, RBS5, and RB10 with re-
spect to SS10 and RBO groups (Table 2). The amplitude
and latency of H wave recorded in tibialis anterior and
plantar muscles did not show significantchanges between
groups. Significant differences between pre- and postop-
erative values were seen in RB2.5, RB5 and RB10 groups
for tibialis anterior and gastrocnemius muscle H wave
(Table 2).

The control compound nerve action potentials (CNAP)
recorded in the tibial nerve had a mean latency of 1.2
msec and mean amplitude of 180 uV, and in the digital
nerve of 2.1 msec and 16 wV. The latency and amplitude
of CNAPs were similar in all groups studied at 15 days
postinjury, without significant differences between pre-
and postoperative values.

Functional and Histological Correlation

Figure 4 illustrates the relationships between different
functional and electrophysiological results. Pain sensi-
bility, evaluated by the algesimetry test, was significantly
correlated with the amplitude of somatosensory evoked
potential (r = 0.57; p < 0.0001). Animals with high val-
ues of SSEP amplitude (9-12 wV) also showed a short

time to withdrawal. However, there were animals with a
short withdrawal time but abolished SSEP (Fig. 4A). The
BBB-score was also significantly correlated with the am-
plitude of MEPs (r = 0.79; p <0.0001), and with the
amplitude of CMAPs (r = 0.78; p < 0.0001). Rats with
high values of BBB-score also showed high MEP and
CMAP amplitudes, but some with BBB score of 10-15
points had no recordable MEPs (Fig. 4B), indicating that
electrophysiological tests are more sensitive to the effects
of injury than functional behavior.

Significant negative correlations were also observed
between the maximal area of cavity in the spinal cord
and the functional parameters studied (Fig. 5), further in-
dicating that the degree of functional impairment was re-
lated to the severity of the injury performed.

DISCUSSION

In a previous study, we reported that after dorsal
laminectomy and topical application of rose bengal, the ir-
radiation of spinal cord with a fiber-optic light source
caused damage to the spinal cord parenchyma. At the le-
sion site, we observed that the maximal area of lesion cav-
ity increased with increasing photoinduction time (Verdd
et al., 2003). In the present work, we show that this graded
cord lesion was accompanied by a progressive loss of func-
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FIG.4. Relationshipbetween algesimetryresultsand (A) am-
plitude of the SSEP recorded. Relationship between the BBB
score and (B) amplitude of MEP and (C) amplitude of CMAP
recorded in the tibialis anterior muscle. The lines each repre-
sent the best fit as determined by linear regression. The r val-
ues for A, B, and C are 0.57, 0.79, and 0.78, respectively. In
all cases, p < 0.0001.

tional and electrophysiological responses postinjury. Our
results indicate that locomotor and nociceptive behaviors
showed gradual degree of impairment related to the sever-
ity of spinal cord injury. In addition, motor and so-
matosensory evoked potentials were unchanged with re-
spect to preoperative controls in SS10 and RBO groups,
while in lesioned rats they were partially or completely
abolished, indicating involvement of descending and as-
cending spinal pathways. Similar neurological and elec-
trophysiological deficits were reported by Prado et al.
(1987) after laser-induced photochemical damage of the
rat spinal cord. At 2 weeks postlesion, SSEPs were absent
in rats irradiated during 1-10 min. In animals irradiated 1

min normal responses to pain and minimal motor impair-
ment were seen, while in animals irradiated 5 and 10 min
complete nociceptive and locomotor loss was found.

At 3 dpo, all rats studied showed a locomotor BBB
score lower than normal values, then increased progres-
sively up to normal gait only in groups SS10 and RBO.
These results suggest that functional activity is depressed
during the first days following operation, and that light
illumination by itself adds slight effects on the spinal
cord. Contusion and compression injuries on the rat spinal
cord have been demonstrated to produce graded func-
tional and histological consequences in adult rats (Basso
et al., 1996; Gruner et al., 1996). In a recent study, Sun
et al. (2000) reported that the BBB score in the open field
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FIG. 5. Relationship between maximal area of cavity at the
lesion site, and the BBB score (A), the MEP amplitude recorded
in tibialis anterior muscle (B) and the inverse function of the
withdrawal latency found in algesimetry test (C). The lines rep-
resent the best fit as determined by linear regression. The r val-
ues for A, B, and C are 0.63, 0.47, and 0.64, respectively. In
all cases, p < 0.01.
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walking test was also severely affected after bilateral cord
hemisection, but recovered during the first 14 postopera-
tive days. The lowest BBB score was observed in rats with
the ventral funiculus preserved, while the highest BBB
score corresponded to rats with the dorsolateral funiculus
preserved (Sun et al., 2000). The persistence after spinal
cord injury of axons in non-pyramidal tracts, particularly
in rubrospinal, raphespinal and vestibulospinal tracts, is
strongly associated with residual hindlimb locomotor func-
tion (Eidelberg et al., 1981; Fehlings and Tator, 1995; Lit-
tle et al., 1988; Sun et al., 2000). Complete or partial lo-
comotor recovery was seen in our rats in which one
ventrolateral quadrant of the cord was preserved at the le-
sion site, especially in groups RB1 and RB2.5.

Our results also demonstrate that the amplitude of
MEPs recorded in tibialis anterior and plantar muscles
decreased significantly after photochemical injury. Con-
tusion injuries of the rat spinal cord, made by a weight-
drop device with impact forces of 20-80 g-cm, also
produce a decline of the amplitude of pyramidal and ex-
trapyramidal MEPs with increasing impact forces (Shiau
et al., 1992). Decreased MEP amplitudes were reported
when ventral or lateral funiculi, but not when the dorsal
funiculus were sectioned (Adamson et al., 1989). How-
ever, complete loss of MEPs was only seen when spinal
pathways were interrupted by bilateral hemisection. Re-
garding the relationship between locomotor pattern and
MEPs after spinal cord injury in adult rats, locomotor ac-
tivity was significantly impaired after either lumbar
spinal cord contusion or kainic acid injection, however,
reduction of MEPs was observed only after kainic acid
injection (Magnuson et al., 1999). These results suggest
that after spinal cord injury, recovery of MEPs is mainly
correlated to the preservation of gray matter, while loco-
motor recovery requires preservation also of descending
tracts in the white matter. In the present study locomo-
tion was moderately affected in RB1 and RB2.5 rats, se-
verely in RB5 and abolished in RB10 animals, while
MEPs recorded in tibialis anterior muscle were moder-
ately decreased in group RB1, severely in groups RB2.5
and RB5 and abolished in RB10.

Ascending somatosensory pathways were also affected
after photochemical injury. The amplitude of the SSEPs
was reduced significantly in irradiated animals, and no
SSEPs were obtained in any rat from groups RB5 and
RBI10. Similar reduction of the amplitude of SSEPs with
no change in latency was seen after spinal cord contu-
sion (Raines et al., 1988), compression (Fehlings et al.,
1989), or photochemical injury (Prado et al., 1987). The
amplitude of both MEPs and SSEPs was significantly
correlated with the severity of cord compression and the
posttraumatic spinal cord blood flow (Fehlings et al.,
1989). Our results indicate that when the dorsal white

matter was completely destroyed (RB5 and RB 10 groups)
SSEPs could not be elicited (Schlag et al., 2001).

Nociceptive and thermal sensory information is con-
duced by ascending pathways in the ventrolateral funicu-
lus forming spinoreticularand spinothalamic tracts (Tracey,
1995). The latency of paw withdrawal to noxious heat stim-
ulus increased after spinal cord injury in RB2.5 and RB5
groups and was abolished in animals irradiated for 10 min.
Ventrolateral funiculi were preserved in RB2.5 and RB5
animals, but completely destroyed in RB10 rats (Verdu et
al., 2003). The functional findings suggest that ventrolat-
eral pathways were at least functionally involved in RB2.5
and RBS5 rats. Mechanical and thermal hyperalgesia has
been reported after moderate contusion (Hulsebosch et al.,
2000) and after ischaemic spinal cord lesion (Xu et al.,
1992). In contrast, no intense pain responses were observed
in our animals during the first 15 days postoperation, and
there was a tendency to increase the latency time for paw
withdrawal. Even at longer follow-up times up to 3 months,
we have not seen evidence of allodynia or hyperalgesia in
rats after photochemical spinal injury. Differences in strains
of rats used, spinal cord injury model and level of injury
may explain differences in nociceptive responses. In addi-
tion, we administered amitriptyline and topical anesthetic
blockade to prevent the development of neuropathic pain.

Electrophysiological tests of peripheral nerves and
spinal cord reflexes showed some interesting changes in
relation to the severity of the induced injury. The ampli-
tude of CMAPs evoked by stimulation of the sciatic nerve
decreased in lesioned groups with respect to controls. The
CMAP amplitude correlated with the area of cystic cavity
at L4-L.6 spinal cord. Our results also show a significant
decrease of the H wave amplitude in groups RB2.5, RB5
and RB10. In agreement with our results, Chiba et al.
(2000) reported that the amplitude of both M and H waves
recorded in tibialis anterior and gastrocnemius muscles de-
creased after spinal cord contusion at L1-L2. These find-
ings indicate that motoneurons and spinal motor reflexes
lying at lumbar levels are altered after injuries applied at
higher levels of the spinal cord. In contrast, the conduc-
tion properties of sensory nerve fibers in the sciatic nerve
did not show noticeable changes. The preservation of pri-
mary sensory neurons is attributable to their location in
dorsal root ganglia, more distant from the injury site.

A loss of lumbar motoneurons may explain the de-
creased amplitude of CMAPs observed in groups RB2.5,
RB5, and RB10, which showed cavities in transverse sec-
tions of lumbar segments (Verdu et al., 2003). A signif-
icant decrease in the number of motoneurons counted in
ventral horns of L4-L5 segments has been reported in
adult rats after complete transection at T§8-T10 (Eidel-
berg et al., 1989). However, when we counted the num-
ber of nerve cells located in ventral horns in L4 sections
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labeled with cresyl violet, we found that the number of
motoneurons was similar in all experimental groups stud-
ied (data not shown). The decreased CMAPs amplitude
observed in illuminated rats with respect to normal val-
ues may be explained by functional depression of spinal
motoneuron activity in lumbar cord segments. The ex-
pression and axonal transport of motoneuron neurotrans-
mitters are under the influence of supraspinal impulses
(Dahlstrom et al., 1978; Marlier et al., 1990).

In summary, the present study shows that graded spinal
cord injuries can be induced by a photochemical lesion
induced in adult rats by topically applying RB and a
“cold” light source. Our results demonstrate that, by in-
creasing the illumination time, functional and electro-
physiological consequences are progressively more se-
vere. This experimental model seems adequate for
investigating different therapeutic strategies to promote
neuroprotection and central regeneration. We recently
studied the influence of olfactory ensheathing cells trans-
planted into the photochemically damaged spinal cord,
and found that they exert a neuroprotective role by re-
ducing astrogliosis and cystic cavitation (Verdud et al.,
2001) and increase functional and electrophysiological
recovery during the 3 months following lesion (manu-
script in preparation).
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