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Resumen

Objetivo: En el presente estudio evaluamos la utilidad de una serie de tests para cuantificar el déficit postrau-
matico en un modelo de contusion cerebral experimental y su sensibilidad para detectar la recuperacién fun-
cional tras el uso de protocolos de terapia celular con células madre (CM) adultas.

Material y Método: Los tests de valoracion usados fueron Rota-rod, mNSS, y Smart. Ratas Wistar adultas (n:
20) fueron valoradas 3 dias antes del TCE por contusion, con un seguimiento posterior de 2 meses tras los que
a 10 animales se administr6 intracerebralmente 3x10° CM adultas, obtenidas del estroma de médula Osea, en
suero fisiologico, en un volumen total aproximado de 30 pL; otros 10 animales recibieron el mismo volumen
sin CM. Se sigui6 durante dos meses la posible recuperacion motora y sensitiva producida tras el tratamiento.
Resultados: Los tests de valoracion utilizados son validos para discernir entre animales lesionados y animales
sanos. Por otra parte, el tratamiento local con CM mejora los déficits motores y sensitivos producidos por la
lesion traumdtica cerebral.

Conclusion: La terapia celular con CM adultas es util para obtener recuperacion de las secuelas producidas
por la lesion cerebral traumdtica.
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Abstract

Objetives: This study evaluated the sensitivity of a series of tests to quantify the functional deficits in a model
of experimental brain contusion and its usefulness for detecting functional recovery after cell therapy with
adult stem cells.

Methods: The tests used in this study were the Rota-rod test, the test of neurological impairment assessment
(also known as mNSS), and finally the Smart software, that analyzes changes in the behavior of animals.
Adult Wistar rats (N: 20) were assessed 3 days before traumatic brain injury (TBI) and for 2 months after in-
jury. After this time, 3x10" adult stem cells, obtained from bone marrow stroma, suspended in saline, with a
total volume of approximately 30 IL (n: 10), or the same volume of saline without stem cells (n: 10), were in-
tracerebrally administered. The rats were followed for two months.

Results: We obtained functional improvement after adult stem cells administration. On the other hand, the
tests used in this study distinguish between injured and healthy animals.

Conclusions: Cell therapy using adult stromal cells is useful for functional improvement after TBI.
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I Introduccion

El traumatismo craneoencefalico (TCE) presenta una in-
cidencia anual en los paises industrializados de entre 200 y
300 casos por cada 100.000 habitantes. De estos, un 10-
20% sufrirdn un TCE grave. Los pacientes que sobreviven
a la lesion cerebral pueden sufrir pérdidas en su funcion
motora y sensorial, sin que exista ningun tratamiento efec-
tivo para tratar las secuelas funcionales del dafio traumati-
co cerebral, exceptuando los logros parciales que pueden
obtenerse por medio de la rehabilitacion. Todo ello ha lle-
vado a intentar comprender experimentalmente los meca-
nismos que se desencadenan tras una lesién traumatica ce-
rebral, al objeto de poder cuantificar las secuelas del TCE
y valorar el resultado de posibles medidas terapéuticas. El
desarrollo de modelos animales que reproducen los cam-
bios patoldgicos que se desarrollan respecto al TCE huma-
no nos ayudan a comprender los mecanismos que suceden
en esta patologia. Aunque todos estos ensayos resultan
muy prometedores, atn no se han conseguido desarrollar
terapias neuroprotectoras lo suficientemente potentes para
detener el dafo evolutivo que se produce en las primeras
fases tras un TCE [1].

Un objetivo de la investigacion experimental del TCE es
poder relacionar los cambios moleculares y anatémicos de-
sencadenados por la lesion, con los cambios en el compor-
tamiento y en la funcién motora y sensorial de los animales
lesionados. Para intentar comprender la evolucién que si-
gue a una lesion cerebral, se han desarrollado multitud de
modelos experimentales de TCE, entre los que se encuentra
el modelo de lesion cerebral por contusion [2] que causa
déficits neuroldgicos unilaterales en los animales, los cuales
son visibles desde los primeros momentos.

En la actualidad existen multitud de escalas de valora-
cién de las funciones neuroldgicas, cada uno de los cua-
les se encuentra destinado a medir unas caracteristicas
concretas de la lesion cerebral. Estas escalas han sido uti-
lizadas en estudios de recuperacion de la funcion tras su-
frir un dafio en regiones del Sistema Nervioso Central
(SNC) que controlan la respuesta sensorial y motora, y
también para seguir la evolucion de diferentes terapias
desarrolladas sobre estos modelos de lesion cerebral. En-
tre ellos se encuentra el Neurological Severity Score
(NSS) test y sus modificaciones (mNSS). El mNSS es una
escala que consta de diferentes puntos que miden la res-
puesta motora y sensorial [3]. Centrado fundamental-
mente en la respuesta motora se encuentra el Rota-rod,
una prueba que mide la coordinacidn y el equilibrio [4].
Cl4sicamente se utiliza para valorar la respuesta motora
y sensorial en modelos de hemorragia intracerebral y
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traumatismo cerebral sobre roedores. El Morris Water
Maze (MWM) test mide la funcidon cognitiva en modelos
experimentales [5][6] y ofrece una valoracion muy fina
del comportamiento de los animales, pero su desarrollo
requiere un soporte técnico muy complejo. Una version
ligeramente mds sencilla es la que nos ofrece el Smart,
donde se miden aspectos cognitivos de los animales, gra-
bando imagenes en video.

Por otra parte, un aspecto a tener en cuenta es la sensi-
bilidad que ofrecen las distintas escalas para valorar, so-
bre los diferentes modelos experimentales, la eficacia de
nuevas terapias. Actualmente, el desarrollo de terapias ce-
lulares con células madre (CM) adultas ha cobrado un
creciente interés para el tratamiento de diversas enferme-
dades, y en el campo concreto de las lesiones traumaticas
del SNC, parece abrir perspectivas antes insospechadas.
Cabe destacar que en los tltimos afios se han llevado a ca-
bo algunos estudios sobre el efecto terapéutico de las CM
adultas procedentes de la médula dsea, para tratar las se-
cuelas de un TCE [7]. Existen numerosas evidencias expe-
rimentales que apoyan la idea de que las CM adultas po-
seen la capacidad de generar distintos tipos celulares
especializados [8], diferentes al de su origen embrionario,
e incluso son capaces de diferenciarse hacia elementos del
SNC [9][10-13]. Estudios realizados recientemente de-
muestran que las CM, tras ser trasplantadas en el parén-
quima lesionado, se diferencian a células nerviosas, inte-
grandose en el tejido y asocidndose a signos de
recuperacion funcional [14-17]. A pesar de ello, antes de
plantear los pardmetros con los cudles estas nuevas técni-
cas podran ser aplicadas en clinica humana existen atn
cuestiones que deben ser resueltas en el animal de experi-
mentacion, al objeto de optimizar los pardmetros de eva-
luacién funcional. Uno de los problemas a resolver es la
capacidad de detectar los cambios funcionales, tanto sen-
soriales como motores, de los diferentes escalas de valora-
cion. Estas pruebas deben ser fiables para detectar los
cambios funcionales tras un TCE y deben ser ttiles para
detectar pequefios cambios sensoriales y motores tras la
administracion de tratamientos experimentales.

El objetivo del presente trabajo es comparar tres escalas
de valoracion que son normalmente utilizados en estudios
de dafo cerebral, el Rota-rod, el mNSS y el Smart, inten-
tando profundizar en los aspectos que valoran dichas prue-
bas, y al mismo tiempo, valorar tanto la utilidad de usarlos
juntos o por separado para estudiar las secuelas de una le-
si6n cerebral traumadtica en la rata adulta, como sus posi-
bles modificaciones tras la administracion intracerebral de
CM adultas, obtenidas del estroma de médula dsea.
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I Material y Métodos

Utilizamos 20 ratas Wistar hembras, de 200 - 250 g de pe-
s0, que fueron anestesiadas con isoflurano y sometidas pos-
teriormente a una craneotomia de 10 mm de didmetro sobre
el hueso parietal derecho del craneo, entre las suturas lamb-
da y bregma. Tras la exposicion de la duramadre, se proce-
di6 a abrir una ventana sobre la misma, con el fin de expo-
ner la superficie cerebral. Se produjo una lesion cerebral
traumatica dejando caer, desde una altura de 15 cm, sobre
la superficie del cerebro, una barra de 12 mm de didmetro y
25 g de peso. Esta barra fue guiada en su caida a través de
un cilindro hueco, adaptado al drea de la craneotomia, lo
que permite realizar una lesion estandarizada que se define
como el producto del peso de la barra por la altura desde la
cual se deja ésta caer. Con este modelo experimental, logra-
mos producir una lesion cerebral grave. Tras la cirugia, las
ratas fueron colocadas en una cdmara con temperatura y
humedad controladas, realizindose cuidados postoperato-
rios acordes con la situacion clinica de las mismas y procedi-
mientos diarios de vigilancia. En todos los animales se ob-
servaron signos caracteristicos de un dafio cerebral
inmediatamente tras el impacto traumdtico y no mostraron
recuperacion funcional espontdnea después de dos meses,
momento en que se llevo a cabo el presente estudio.

Grupos experimentales

Para poder comprobar la posible utilidad del trasplante
de CM en el tratamiento del dafio cerebral crénico se hicie-
ron los siguientes grupos experimentales: Grupo A (n:10),
trasplante intralesional de las CM resuspendidas en suero
fisiologico (TCE+CM). Grupo B (n:10), trasplante intrale-
sional simplemente de suero fisiologico (TCE+Suero).

Transcurridos dos meses tras el TCE todas las ratas fue-
ron anestesiadas con isofluorane al 4% en N:0:0: (70:30)
y premedicadas con morfina (2.5 mg/kg, s.c.) y meloxicam
(2 mg/kg, sc). La anestesia se mantuvo mediante isofluora-
ne al 1-2% en N20:0: (70:30) y durante la cirugia las ra-
tas respiraban espontdneamente. Se procedi6 a abrir una
ventana sobre la misma zona donde dos meses antes se
habia realizado la craneotomia con el fin de exponer la
cavidad post-traumatica. Una vez realizada la apertura
del campo quirtrgico, los trasplantes se realizaron segin
el grupo experimental correspondiente. A 10 ratas hem-
bras Wistar adultas se les trasplantaron intralesionalmen-
te 3x10° CM, y otras diez ratas recibieron una inyeccion
intralesional de 30 pL de suero fisioldgico (controles).
Una vez cerrado el campo quirtrgico, las ratas fueron
colocadas en una camara con temperatura y humedad
controladas y se realizaron cuidados postoperatorios
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acordes con su situacion clinica, asi como procedimientos
diarios de vigilancia.

Para llevar a cabo el seguimiento de la funcién motora y
sensorial se realizaron tres pruebas diferentes, con el fin de
detectar los posibles cambios en la funcion neuroldgica,
mNSS: escala de valoracion sensitivo-motora; Rota-rod:
prueba de coordinacién motora (equilibrio y coordinacion)
y Smart, obteniendo la distancia recorrida, el tiempo de
permanencia y el nimero de entradas en cada zona.

Todos las pruebas se realizaron tres veces antes del TCE
(una vez al dia, 3 dias antes del TCE), con el fin de estable-
cer los valores basales de los animales. Posteriormente se
fue realizando un seguimiento semanal durante los 2 meses
que siguieron al desarrollo de la lesion cerebral. El tras-
plante se realizé transcurridos esos 2 primeros meses, y a
partir de ese momento se volvi6 a realizar un seguimiento
semanal, hasta 4 meses tras el TCE (2 meses tras el tras-
plante o el tratamiento control).

Se establecieron dos tipos de estudios, medimos la eficacia
de las diferentes pruebas para detectar la lesion cerebral: se
toman los datos de los animales (n: 20), antes y después del
TCE que se analizaron estadisticamente y obtuvimos la sen-
sibilidad de las pruebas para detectar los cambios neuroldgi-
cos que se producen como consecuencia de la administra-
cion de las CM. Se tomaron los datos de la evolucion de los
animales tratados con CM (n:10) y de los animales contro-
les (n:10) semanalmente y se analizo la capacidad de detec-
tar los cambios entre los dos grupos.

Obtencion de CM del estroma de la médula osea

Para la obtencion de las CM se utilizaron ratas Wistar ma-
cho adultas de entre 200 y 250 g de peso. Tras sacrificar los
animales con una mezcla de 70% CO:y 30% O, se aislaron
las tibias y los fémures, siendo inmediatamente colocados en
medio alfa-MEM (Cambrex) / 2,5% suero fetal bovino (FBS,
Lonza) suplementado con antibidtico (Lonza). Tras cortar
las epifisis de los huesos en condiciones estériles (bajo cam-
pana de flujo laminar) la médula 6sea fue extraida mediante
lavado de los huesos con una jeringuilla y una aguja n° 26,
cargada con 2cc de medio alfa-MEM completo, es decir, su-
plementado con 2mM de L-glutamina (Lonza), 100u/ml pe-
nicilina, 100 pg/ml estreptomicina, 5 ug/ml de gentamicina
(Lonza) y sin deoxi-ribonucleétidos ni ribonucleétidos y con
20% FBS. Posteriormente, las células de la médula dsea fue-
ron disgregadas mediante pipeteado y luego filtradas a través
de una malla de nylon de 70 micras. La suspension celular
resultante fue sometida a recuento en cimara de Neubauer
mediante el test de viabilidad del azul tripan. Tras el recuen-
to, las células madre fueron subcultivadas en frascos de 75
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cm2 en una concentracion 160.000 células/cm* en presencia
de 12 cc de medio alfa-MEM completo/20%FBS, en una es-
tufa a 37°C con 5% CO:-. A las 72 horas de incubacion el so-
brenadante fue retirado y sustituido por medio nuevo. Cuan-
do las células alcanzaron un desarrollo cercano a la
confluencia, éstas fueron levantadas del frasco de cultivo me-
diante su incubacion con 3 ml de tripsina 0,25%/1mM ED-
TA (Lonza), durante 4-5 minutos, a 37°C. Tras este periodo
de incubacion la tripsina fue inactivada con 6 mL de medio
alfa-MEM completo/2,5% FBS. Las células obtenidas, tras
ser centrifugadas, a 1200 rpm, durante 15 minutos, fueron
lavadas al menos dos veces con medio alfa-MEM completo /
2,5% FBS mediante centrifugacion, a 1000 rpm, durante 5
minutos cada lavado. Finalmente, el boton celular obtenido
fue diluido en medio alfa-MEM completo/10%FBS y someti-
do a recuento nuevamente mediante el test de viabilidad de
azul tripan. Tras el recuento, las células madre fueron sub-
cultivadas en frascos de 75 cm?, en una concentracién
15.000 células/cm?® en presencia de 12mL de medio alfa-
MEM completo / 10% FBS.

Preparacion de los trasplantes celulares

Para obtener el material donante para el trasplante celular,
células correspondientes a un primer pase (P1) fueron levan-
tadas en condiciones estériles, bajo campana de flujo lami-
nar, por digestion enzimatica con tripsina 0.25%/1mM ED-
TA durante 4-5 minutos a 37°C. Tras este periodo de
incubacion la tripsina fue inactivada con 6 ml de medio alfa-
MEM completo/2,5% FBS. Las células obtenidas tras ser
centrifugadas, a 1200 rpm, durante 15 minutos fueron lava-
das con suero fisioldgico y sometidas a recuento celular me-
diante el test de viabilidad del azul tripan. Una vez realizado
el recuento, 3x10° CM fueron nuevamente centrifugadas a
1000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, el boton celular
obtenido fue diluido en suero fisioldgico al volumen requeri-
do para el trasplante, aproximadamente 30 pL y las células
fueron cargadas en una jeringuilla Hamilton de 50 pL, en
condiciones estériles y bajo campana de flujo laminar.

Escala de valoracion sensitivo-motora

La evaluacion neuroldgica se realizé a través de la prueba
mNSS [3][18-20] que cuenta con una serie de valoraciones
que abarca la funcién motora, sensorial, test de equilibrio
de la viga (Tabla 1) y medida de ausencia de reflejos. Cons-
ta de una puntuacién maxima de 19 puntos, con las dife-
rentes categorias segun la puntuacion obtenida:

- 1 a 6 puntos, lesion leve.

- 7 a 12 puntos, lesion moderada.

- 13 a 19 puntos, lesion severa.
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Prueba del Rota-rod

La coordinacién y el equilibrio fue medida con el Rota-
rod, un método clasico de medir el grado de lesion en ani-
males de experimentacion sometidos a TCE. El Rota-rod
consta de un rodillo sobre el que se coloca el animal que
acelera progresivamente de 4 a 40 cm?/s durante un minu-
to. Los animales con lesiones cerebrales obtienen menos
puntuacion que los animales sanos, y la puntuacién ird au-
mentando segin sea mas leve el grado de lesion [4].

Smart

La distancia recorrida, el tiempo de permanencia y el ntime-
ro de entradas en cada zona del campo donde se encuentran
los animales se midieron a partir del programa informatico
Smart. Dicho programa analiza las imdgenes que se recogen a
través de una cdmara que graba el interior de un cubil de
35x45 c¢m cerrado, donde se introdujeron a los animales de
experimentacion. Se determinaron una serie de parimetros
para estandarizar las medidas. Se tomaron los valores durante
1,5 minutos y la velocidad médxima se establecié a los 10 cm/s.

Se definieron una serie de areas con el fin de establecer las
diferencias en el movimiento y la orientacion, las cuales se
agruparon en dos zonas principales, zona interior y zona
exterior del campo donde se encontraban. Los animales sa-
nos se movian preferentemente por la zona exterior, mien-
tras que los animales lesionados lo hacfan indistintamente
por ambas zonas.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos con las diferentes escalas de valora-
cién se analizaron estadisticamente. Se realizaron dos tipos
de anilisis estadisticos utilizando el soporte informatico
SPSS (version 15.0): a) t de Student para la comparacion de
medias de muestras relacionadas (n: 20), para detectar las
diferencias antes y después del TCE y b) t de Student para
la comparacion de muestras independientes. Se analizaron
los grupos de datos correspondientes a los dos tratamien-
tos, por un lado el grupo tratado con suero (n: 10) y por
otro, el grupo tratado con CM (n: 10), en los semana 2, 4,
6 y 8 post-trasplante, con el fin de poder detectar los efec-
tos que se producen como consecuencia del mismo.

I Resultados

Tras el TCE se detectd un déficit evidente en todos los ani-
males. Se obtuvieron resultados de los tres métodos de valo-
racion que se realizaron durante el transcurso de 4 meses des-
de la lesion cerebral, donde se observé una mejoria
significativa de la funcioén neuroldgica en los animales tras-
plantados con CM respecto de los animales tratados sélo con
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Tabla 1. Escala de valoracion sensitivo motora generada
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Test sensorial y motor Puntos
Levantando la rata por el rabo
1 Flexion de los miembros traseros 1
1 Flexion de los miembros delanteros 1
1El animal esta rotado 1
Pueba motora
Situando la rata en el suelo
1 Camina normal 0
1 Inhabilidad para caminar recto 1
1 Circular hacia el lado parético (derecho) 2
Pruch ol Test de orientacion (visual y tictil ) 1
rueba sensoria Test propioceptivo ( sensibilidad profunda) 1
Mantiene el equilibrio con postura firme 0
Se agarra al costado de la viga 1
Abrazado a la viga y 1 de los miembros cae de la viga 2
Equilibrio en la viga Abrazado a la viga y 2 de los miembros caen de la viga, o gira en la viga ( > 60 seg) 3
Consigue el equilibrio en la viga pero cae fuera ( > 40 seg) 4
Consigue el equilibrio en la viga pero cae fuera ( > 20 seg) 5
Cae fuera, no consigue el equilibrio o queda colgado de la viga ( < 20 seg) 6
Reflejo «pinna» (sacudida de cabeza cuando tocamos conducto auditivo) 1
Reflejo corneal (parpadeo del ojo cuando lo rozamos con un algodén ) 1
Reflejo «susto» ( respuesta motora cuando hacemos ruido con las palmas de las manos ) 1
Ausencia de reflejos Inmovilidad y mirada fija 1
Temblor (Sacudida de «perro mojado») 1
Irritabilidad, crisis epilépticas, clonus y miodistonia (espasticidad) 1
Puntuacién maxima 19
Tabla 2. Tabla que muestra los valores obtenidos con el Smart antes y después de realizar el TCE (n: 20)
Zona exterior Zona interior
Antes TCE Después TCE Antes TCE Después TCE
Niumero de entradas 1,33 = 0,34 2,37 £ 0,28 1,05 = 0,33 2,02 = 0,32
Distancia recorrida (cm) 445,11 = 33,04 378,57 + 29,12 15,36 = 4,73 29,21 = 4,21
Tiempo de permanencia (seg) 88,78 = 0,38* 85,51 = 1,52 1,07 = 0,39 4,40 = 1,53

En todos los casos se obtuvieron diferencias significativas estadisticamente (p<0,05), salvo en

suero. Al realizar el mNSS y el Rota-rod se detectaron dife-
rencias evidentes en el comportamiento de los animales antes
y después de la lesion, las cuales fueron significativas estadis-
ticamente (p<0.05). En las imdgenes captadas a través del
Smart, se detectaron diferencias significativas en el niimero de
movimientos (nimero de entradas) que realizé el animal den-
tro del cubil, lo cual da idea de las dificultades de orientacion
y movimiento de los animales lesionados. Las diferencias en

* donde p=0,052

el movimiento dentro del cubil se relacionaron con la distan-
cia que recorria y el tiempo que pasaban dentro de las dos zo-
nas definidas antes y después de la lesion. En los tres pardme-
tros que midié el Smart (numero de entradas, tiempo de
permanencia y distancia recorrida, en la zona exterior y en la
interior) se detectaron diferencias significativas (Tabla 2), sal-
vo en el tiempo que permanecen los animales en la zona exte-
rior, donde se obtuvo una p=0,052.
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Escala de valoracion sensitivo-motora

Al realizar la escala de valoracion sensitivo-motora (Figu-
ra 1) se observo una mejoria continua y progresiva de los
animales trasplantados con CM respecto de los controles,
dicha recuperacion fue a partir de la semana 6, mantenién-
dose en la semana 8 tras el trasplante (p<0,05).

Rota-rod

El Rota-rod mide la coordinacion y el equilibrio de los ani-
males, los cuales estaban disminuidos tras el dafio cerebral.
Al realizar el trasplante de CM se detect6 una mejoria progre-
siva en la funcién motora respecto del grupo control (Figura
2), la cual fue significativa en todos los puntos del modelo,
comenzando en la semana 2 tras el tratamiento (p<0,05).
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Fig. 1. A: Perfil temporal de la recuperacion funcional a través de
la escala sensitivo-motora del grupo tratado (CM) respecto del
grupo control (Suero). B: Evolucién de la escala sensitivo-motora.
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Fig. 2. A: Perfil temporal de la recuperacion funcional a través de
las medidas tomadas con el Rota-rod del grupo tratado (CM) res-
pecto del grupo control (Suero). B: Evolucion de las medidas del
Rota-rod.
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Fig. 3. Resultados obtenidos con el Smart, A) nimero de entradas
tanto en la zona exterior como B) en la zona interior, C) el tiempo
de permanencia en la zona exterior como D) en la interior y E) la
distancia recorrida en la zona exterior como F) en la interior.

Smart

El Smart analiz6 las imdgenes de video, donde detectaron
diferencias en el comportamiento (nimero de entradas en
cada zona) de los animales dentro del cubil en la semana 8,
siendo significativa la diferencia en el ntimero de veces que
los animales se movieron por el cubil entre el grupo tras-
plante y el grupo control. No se detectaron diferencias sig-
nificativas en el tiempo que pasaron los animales del grupo
control dentro de la zona interior o exterior respecto de los
animales trasplantados, asi como tampoco en la distancia
que recorrieron en ambas zonas (Figura 3).
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I Discusion

El modelo de TCE desarrollado en el presente trabajo
causa pérdida de tejido cerebral y deficiencias motoras gra-
ves que son evidentes en todos los animales inmediatamen-
te después de sufrir el trauma. Para tratar de medir los cam-
bios funcionales, se ponen a punto una serie de escalas de
valoracion, donde podemos ver que la terapia con CM tie-
ne unos efectos beneficiosos dentro de los 2 meses en los
que se sigue la evolucion de los animales. El grupo experi-
mental al que se le administré intracerebralmente suero fi-
siolégico no presentd mejorias motoras al realizar ninguno
de las diferentes pruebas de valoracion, mientras que los
animales a los que se les trasplantd localmente CM presen-
taron una evidente y progresiva recuperacion en la funcion
neuroldgica, comenzando a las pocas semanas después del
tratamiento, lo cual sugiere la utilidad de este tipo de tera-
pia para tratar las secuelas producidas como consecuencia
de un TCE. Dichas observaciones se correlacionan con re-
sultados descritos previamente por algunos autores en los
que la administracién de CM adultas, del estroma de la mé-
dula ésea, en fases tempranas tras producirse un TCE, dis-
minuye los déficits funcionales tras una lesion traumadtica
cerebral [21-24]. Cabria preguntarse si este efecto se conti-
nua en el tiempo, haciéndose necesario el estudio de estos
protocolos en periodos mds largos. Practicamente no hay
evidencias de la capacidad beneficiosa de las células madre
en fases mas avanzadas de la lesion cerebral. En un estudio
[25] se trasplantaron CM de la médula 6sea por via intra-
venosa en animales a los que se les habia producido un mes
antes una isquemia cerebral por oclusion de la arteria cere-
bral media. Se sigui6 la evolucion de los animales durante
12 semanas, observindose mejorias sensoriales y motoras
estadisticamente significativas al realizar el mNSS.

Las distintas pruebas valoran aspectos diferentes de la
funcion neuroldgica. El Rota-rod, mide aspectos relaciona-
dos con la respuesta motora, muy relacionados con el equili-
brio y la coordinacion de la marcha de los animales [26]. El
Rota-rod es un test ampliamente usado en experimentacion
animal para medir el grado de lesion cerebral [27]. Con el
desarrollo del modelo de lesion cerebral crénico podemos
observar que la respuesta motora en los animales es la pri-
mera que se ve influida por el trasplante de CM, donde la
respuesta de los animales trasplantados con CM se ve muy
favorecida desde la segunda semana respecto de los contro-
les en lo que respecta al Rota-rod. Esta mejoria temprana en
la respuesta motora medida con el Rota-rod, tiene su reflejo
en la literatura, donde se ve ya una mejoria en animales tras-
plantados con células madre neurales humanas tan solo 10
dias después de sufrir una hemorragia intracerebral y un tra-
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tamiento del mismo [28] o transcurridos 15 dias del tras-
plante de CM en un TCE o una isquemia cerebral en fase
aguda [20][29]. La respuesta motora y sensorial, medida a
través del mNSS, también parece mejorar en las fases tem-
pranas tras realizar el tratamiento con CM, posiblemente
porque un gran componente de esta escala se basa en medir
la respuesta motora de los animales, la cual es integramente
medida con el Rota-rod, las mejorias comienzan a verse des-
de los primeros momentos y son significativos ya desde la
semana 6. Esta mejoria se correlaciona con la que se obser-
va con el trasplante de CM en la isquemia cerebral cronica,
donde el comportamiento de los animales es muy similar al
que observamos y donde se ve una diferencia significativa
entre los grupos en la semana 4 tras el tratamiento [30]. Al-
go muy similar al Rota-rod ocurre con el mNSS cuando los
tratamientos se realizan durante la fase aguda de la lesion,
encontrandose en ambos tests y de acuerdo con estudios
previos, que las diferencias significativas entre los grupos
comienzan a partir del dia 15 [20] o del dia 14 [31]. Incluso
podemos encontrar modificaciones funcionales con el
mNSS, cuando se realiza un trasplante de CM a la semana
del inicio de una isquemia cerebral [3]. En un estudio reali-
zado a lo largo de un afo de evolucion tras una isquemia ce-
rebral, se observd que el mNSS es capaz de detectar diferen-
cias significativas desde el dia 7 hasta los 12 meses de
evolucion, tras un trasplante de CM hecho en las primeras
24 horas tras la lesion [25]. Todo esto apunta a que el mNSS
parece tener una gran sensibilidad y eficacia a la hora de de-
tectar los cambios en la funcion neurolégica, aunque la ma-
yoria de los estudios se han desarrollado en fases tempranas
tras sufrir una lesion cerebral.

Uno de los grandes problemas con los que se enfrentan
las pruebas anteriores es que siempre hay una persona que
debe tomar los datos de los animales, aunque normalmen-
te se realizan dobles ciegos, y si no son personas ajenas las
que realizan las pruebas nunca se puede asegurar comple-
tamente la objetividad de los datos. Por ello, se suelen usar
diferentes tests donde sea un programa informdtico quien
mida estos cambios, aunque normalmente suelen basarse
en aspectos cognitivos tales como orientaciéon o comporta-
miento. Estos aspectos cognitivos son menos visibles a sim-
ple vista, y por ello sus cambios a la hora de responder an-
te los tratamientos no suelen ser tan espectaculares como
los anteriores, por lo que consecuentemente se utilizan me-
nos. El Smart es un novedoso sistema de valoracion, que
nos acerca al comportamiento de los animales, ya que és-
tos son colocados en un cubil cerrado donde se graban sus
actitudes y actividades, sin estar sometidos al estrés debido
a la manipulacion.
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Hay diferentes pruebas que analizan aspectos similares
del dafio neurolégico, el MWM se ha utilizado para medir
la respuesta ante el trasplante de CM de ratas a las que 4
dias antes se las habia sometido a un TCE concluyendo que
mejora el aprendizaje y la funcién motora, lo cual es evi-
dente transcurrido un mes tras el tratamiento [31]. Se sabe
que animales a los que se les realiza un TCE tienen déficits
evidentes en su capacidad de aprendizaje y capacidad de re-
tencion en la memoria durante al menos las 8 primeras se-
manas tras la lesion [6]. Al realizar el TCE en los animales
de experimentacion, observamos diferencias evidentes en el
comportamiento de los mismos cuando se analizan las ima-
genes a través del Smart. En nuestro presente estudio, tras
realizar el trasplante de CM, tan s6lo el movimiento de los
animales en el cubil se vio afectado significativamente en la
semana 8 post-tratamiento, no viéndose afectado el tiempo
o la distancia recorrida. Posiblemente esto se debe a que el
Smart es capaz de medir aspectos cognitivos que requieren
tiempos de evolucién mds largos, y por ello posiblemente
no muestre resultados espectaculares.

Por otra parte, es obvio que los distintos tests de valora-
cién son igualmente vélidos a la hora de discernir entre
animales lesionados y animales sanos. Ademads, aquellos
tests relacionados con la respuesta motora (Rota-rod y
mNSS), tienen una mayor capacidad para detectar mds
precozmente cambios producidos en los animales cuando
hacemos tratamientos en las fases cronicas de una lesion
cerebral, con respecto a otros tests que miden aspectos mds
finos de la respuesta cognitiva (Smart, comportamiento y
orientacion). |
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