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Resumen

Objetivo: Determinar si el nivel de déficit neuroldgico influye en la eficacia de la terapia celular con células madre
mesenquimales (CMM) de la médula dsea en un modelo experimental cronico de lesion cerebral traumatica.
Material y métodos: Se sometié a ratas Wistar adultas a un modelo de lesion cerebral traumdtica. Dos meses des-
pués, se clasificaron en funcién de su nivel de déficit neuroldgico mediante dos tests funcionales: Escala de valora-
cién sensitivo-motora y Tiempo de permanencia en la zona interior (Video-Tracking-Box test, VB test). Se inyectd
suero salino solo 0 CMM en suero salino en el tejido cerebral dafiado de los animales que obtuvieron la clasifica-
cién neuroldgica de lesion moderada o grave segtin el nivel permanente de su déficit funcional. Todos los animales
se evaluaron durante los dos meses siguientes para determinar la posible eficacia de la administracion de las CMM.
Al finalizar el estudio, los animales se eutanasiaron y se estudiaron sus cerebros.

Resultados: Se constata una recuperacion funcional significativa en los animales con lesion moderada que recibie-
ron las CMM, pero no en los animales con lesion grave cuando se compara con los controles.

Conclusiones: Las conclusiones obtenidas sugieren que la gravedad de la lesion neuroldgica puede influir en la po-
tencial eficacia de la terapia celular cuando es aplicada en una lesion cerebral traumatica cronica.
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Abstract

Objective: To study if the level of neurological deficit influences the efficacy of cell therapy with bone marrow
stromal cells (BMSC), in an experimental model of chronic traumatic brain injury (TBI).

Material and methods: Adult Wistar rats were subjected to a model of traumatic brain injury. Two months later
they were classified according to their level of neurological deficit. For that, two functional tests: Scale of sen-
sory-motor assessment and time spent in the inner zone in the Video-Tracking-Box test, were used. Saline alone
or BMSC in saline was injected into the damaged brain tissue of animals suffering a permanent level of functio-
nal deficit classified as moderate or severe. All experimental groups were evaluated during the next two months
to determine the potential effectiveness of the intracerebral administration of BMSC. At the end of the study ani-
mals were euthanized and their brains were studied.

Results: The results show a significant functional recovery in animals with moderate injury who received BMSC,
but there was no significant recovery in animals with severe traumatic brain injury when compared with controls.
Conclusion: The severity of neurologic injury may influence the potential efficacy of cell therapy applied to chronic TBL
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I Introduccion

El dafo cerebral traumatico es la principal causa de
muerte y discapacidad en los paises desarrollados [1]. Los
pacientes que sobreviven a una lesion cerebral causada co-
mo consecuencia de un traumatismo craneoencefilico
(TCE) pueden sufrir pérdidas en su funciéon motora y sen-
sorial, cuyo alcance dependera de la severidad del trauma.

En la actualidad estdn cobrando importancia creciente las
terapias celulares potencialmente aplicables al tratamiento
de lesiones y enfermedades del Sistema Nervioso Central
(SNC). Las CMM obtenidas de la médula 6sea han sido
utilizadas en diferentes estudios experimentales para tratar
enfermedades y lesiones del SNC [2-6], y actualmente son
un fuerte candidato para tratar las secuelas producidas co-
mo consecuencia de un dafo cerebral traumatico.

Las CMM son relativamente faciles de obtener y pueden
ser expandidas en cultivos para la realizacion de trasplantes
autélogos en pacientes. Se sabe que la administraciéon de
CMM tiene efectos beneficiosos sobre la recuperacion fun-
cional de ratas sometidas a una lesion cerebral cuando los
tratamientos se realizan dentro de la primera semana tras el
trauma [7-9]. Previamente hemos demostrado que la admi-
nistracion intralesional de CMM mejora la recuperacion fun-
cional en ratas con una evolucion de la lesion cerebral de dos
meses, es decir, cuando la terapia se realiza en fases tardias o
cronicas de la lesion cerebral [10]. También se sabe que, tras
los trasplantes, las CMM sobreviven y expresan fenotipos
neurales y gliales dentro del propio tejido cerebral [7-10].

En un esfuerzo de trasladar los resultados obtenidos en los
modelos experimentales a lo que se observa dentro de la cli-
nica humana, pretendemos estudiar si la gravedad y magni-
tud de los déficit neuroldgicos asociados a una lesion cere-
bral pueden afectar a la efectividad de las terapias celulares
utilizadas. Para ello pretendemos desarrollar protocolos de
terapia celular a través de la administracion de CMM, y es-
tudiar si dichas terapias pueden o no ser efectivas en funcion
de los diferentes niveles de deterioro neuroldgico de los ani-
males. Se utilizardn diferentes tests de valoracion neuroldgica
para intentar determinar las diferencias en la posible recupe-
racién funcional entre los diferentes niveles de lesion cerebral
y entre los animales tratados con CMM vy los controles.

I Material y métodos

Modelo de lesion cerebral traumatica

Se utilizaron 50 ratas Wistar hembras, de 200-250 g de
peso, que fueron anestesiadas con isoflurano y sometidas
posteriormente a una craneotomia de 10 mm de didmetro
sobre el hueso parietal derecho del craneo, entre las suturas

lambda y bregma. Tras la exposicion de la duramadre, se
procedi6 a abrir una ventana sobre la misma, con el fin de
exponer la superficie cerebral. Se produjo una lesion cere-
bral traumatica dejando caer, desde una altura de 15 cm,
sobre la superficie del cerebro, una barra de 12 mm de dia-
metro y 25 g de peso. Esta barra se gui6 en su caida a través
de un cilindro hueco, adaptado al area de la craneotomia,
lo que permite realizar una lesion que se define como el
producto del peso de la barra por la altura desde la cual se
deja esta caer.

Valoracion neurologica

Se dejo evolucionar a los animales dos meses, momento
en el que se determina la gravedad de la lesion neuroldgica
a través de dos tests neuroldgicos.

La Escala de valoracion sensitivo-motora, que tiene una
puntuacion maxima de 19 puntos, es una escala modificada
de citas previas de la literatura conocida como Neurological
Severity Score (NSS) [7,8,11]. Cuenta con una serie de valo-
raciones que abarcan las funciones motora y sensorial, el
test de equilibrio de viga y la medida de ausencia de reflejos.

Para una valoracion mas objetiva de la funcion neurologi-
ca se utilizd un nuevo método de valoracion que consta de
un soporte informatico (Smart) unido a una cubiculo donde
se captan imagenes de video (VTB test). A través del VTB
test podemos estudiar la funcion neurolégica de los anima-
les, ya que se cuantifican parametros del comportamiento
como la actividad motora y la orientacion. Este método ha
sido usado en nuestro laboratorio para cuantificar la recu-
peracion funcional en ratas Wistar adultas con una lesion
cerebral adquirida como consecuencia de una hemorragia
intracerebral [12], o una lesion traumatica [13]. El VTB test
analiza las imagenes captadas a través de una videocamara
colocada en la base de una caja cerrada de 35x45 cm de ba-
se sobre la que se colocan los animales susceptibles de ser
evaluados. Una mayor puntuacién o mds tiempo dentro de
la zona de estudio se asocia a dafio cerebral grave en ratas
(Tiempo de permanencia en la zona interior).

Grupos experimentales segiin el nivel de lesion

Segun los resultados anteriores, los animales fueron agru-
pados en tres niveles de lesion cerebral cronica: leve, media o
moderada y grave. Los animales con lesion leve se retiraron
del estudio, puesto que su poco deterioro neurolégico hace
complicado el estudio de la efectividad de las terapias celula-
res para tratar las secuelas del dafio cerebral traumatico.

Los grupos experimentales para tratar de determinar la
efectividad de dichas terapias dentro de los niveles de lesion
cerebral se establecieron como sigue:
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Animales con lesion leve:
Animales que fueron retirados del estudio.

Animales con lesion moderada:

s Grupo 1 (50% de los animales con lesion moderada):
trasplante intralesional de 5 millones de CMM en sue-
ro fisioldgico.

s Grupo 2 (50% de los animales con lesion moderada):
trasplante intralesional de suero fisiologico.

Animales con lesion grave:
» Grupo 3 (50% de los animales con lesion grave): tras-
plante intralesional de 5 millones de CMM.
» Grupo 4 (50% de los animales con lesion grave): tras-
plante intralesional de suero fisioldgico.

Obtencion de CMM del estroma de la médula 6sea

Para la obtencion de las CMM se usaron ratas Wistar ma-
cho adultas de entre 200 y 250 g de peso. Tras sacrificar los
animales se aislaron las tibias y los fémures, siendo inmedia-
tamente colocados en medio alfa-MEM (Cambrex) / 2,5%
suero fetal bovino (FBS, Lonza) suplementado con antibiéti-
co (Lonza). Tras cortar las epifisis de los huesos en condicio-
nes estériles (bajo campana de flujo laminar), se extrajo la
médula dsea mediante lavado de los huesos con medio alfa-
MEM completo, es decir, suplementado con 2mM de L-glu-
tamina (Lonza), 100u/ml penicilina, 100 ug/ml estreptomici-
na, 5 ug/ml de gentamicina (Lonza), y sin ribonucleétidos ni
deoxi-ribonucledtidos, asi como con 20% FBS. Posterior-
mente, las células de la médula 6sea se disgregaron mediante
pipeteado y se filtraron a través de una malla de nylon de
70pm. La suspension celular resultante se sometio a recuen-
to en camara de Neubauer mediante el test de viabilidad del
azul tripan y se subcultivaron en frascos de 75 cm? en una
concentracion 160.000 células/cm? en una estufa a 37°C con
5% CO,. A las 72 horas de incubacion, el sobrenadante se
retir6 y fue sustituido por medio nuevo. Cuando las células
alcanzaron un desarrollo cercano a la confluencia, se levan-
taron del frasco de cultivo. La suspension celular obtenida se
resuspendié en medio alfa-MEM completo/10%FBS y fue
sometida a recuento nuevamente. Tras el recuento, las célu-
las madre fueron subcultivadas en frascos de 75 cm?, en una
concentracion 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 celu-
lar, se levantaron células correspondientes a un primer pa-
se (P1) en condiciones estériles. Las células obtenidas tras

ser centrifugadas, a 1200 rpm, durante 15 minutos, se la-
varon con suero fisiologico y fueron sometidas a recuento
celular. Una vez realizado el recuento, se centrifugaron
nuevamente 5x10° CMM a 1000 rpm durante 5 minutos.
Finalmente, el boton celular obtenido para el trasplante se
diluyé en suero fisiolégico al volumen requerido, aproxi-
madamente 30 pL.

Administracion de las CMM

Tras conocer los resultados anteriores (dos meses desde la
lesion), se intent6 determinar como influye el grado de le-
sion en la eficacia de las terapias celulares. Para ello, las ra-
tas se anestesiaron con isofluorane al 4% en N,0:0,
(70:30). La anestesia se mantuvo mediante isofluorane al 1-
2% en N,0:0, (70:30) y durante el procedimiento respira-
ban espontdneamente. Se procedid a abrir una ventana so-
bre 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
quirdrgico, se administraron intralesionalmente 5 millones
de células madre obtenidas de médula 6sea de ratas macho
donantes o suero fisioldgico, segtn los criterios antes esta-
blecidos y el grupo experimental correspondiente.

Evolucion neurologica segin el nivel de lesion cerebral

Para llevar a cabo el seguimiento de la efectividad de los
tratamientos segun el nivel neurolégico se realizaron los
tests descritos anteriormente (Escala de valoracién sensiti-
vo-motora y VTB test, Tiempo de permanencia de los ani-
males dentro de un drea concreta). Se tomaron los datos de
la evolucion de los animales tratados con CMM y de los
animales controles de los dos niveles de lesion (animales
con lesion moderada y animales con lesion grave), con pe-
riodicidad semanal, y se analiz6 la capacidad de detectar
los cambios entre los grupos.

Estudios histologicos

Al término del estudio, tras sacrificar a los animales, se
estudiaron los aspectos macroscopicos e histologicos de la
zona cerebral donde se habia llevado a cabo el trasplante.
La técnica histolégica usada fue la de hematoxilina-eosina.

Analisis estadistico

Utilizando como referencias las escalas de recuperacion y
de coma de Glasgow, se establecieron tres niveles de grave-
dad de la lesion: leve, media o moderada y grave. Para ello
se utilizo el soporte informatico SPSS (version 15.0), donde
se estudiaron los diagramas de frecuencia de los datos obte-
nidos con los dos tests de valoracion obtenidos al finalizar
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los dos meses de evolucion de la lesion cerebral. Los datos
obtenidos con las diferentes escalas de la evolucién neuro-
l6gica tras los tratamientos se analizaron también estadisti-
camente a través del soporte informatico SPSS (version
15.0), donde se realiz6 una t de Student.

I Resultados

Establecimiento de los niveles de lesion cerebral cronica

En el diagrama de frecuencia de la Escala de valoracion
sensitivo-motora (Figura 1) se observan tres picos que nos
permitieron agrupar los datos en tres conjuntos: un primer
conjunto correspondiente a los animales que obtuvieron me-
nos de 4 puntos en la escala de valoracion neuroldgica y que
recoge un total de 6 ratas; un segundo conjunto que va de 4
a 9 puntos, donde se concentra el mayor grueso de datos,
con un total de 33 ratas, y un tercer conjunto de datos que
corresponde a aquellos animales que obtuvieron mas de 9
puntos en dicha escala y que abarca un total de 11 ratas.

Aquel conjunto de datos correspondiente a los animales
que obtuvieron menor puntuacion fue asignado al grupo de
animales con lesion leve. Los animales agrupados en el se-
gundo conjunto de datos se asignaron al grupo experimen-
tal de animales con lesion moderada. Por ultimo, el tercer
conjunto de datos fue asignado al grupo de lesion grave,
por tratarse de aquellos animales que obtuvieron una ma-
yor puntuacion en la Escala de valoracion neuroldgica.

El estudio del diagrama de frecuencia de los datos corres-
pondientes al Tiempo de permanencia en zona interior (Fi-
gura 1) obtenidos a través del Smart revel6 una tendencia
de los datos a agruparse también en tres conjuntos, aunque
los tres niveles fueron algo menos claros que en el caso de
la Escala de valoracion neurologica. El primer conjunto co-
rresponde a los animales que pasaron menos de 4 segundos
en la zona interior del cubiculo de estudio y concentra un
total de 6 ratas. El segundo conjunto de datos va de 4 a 15
segundos transcurridos dentro de la zona de estudio y abar-
ca un total de 35 ratas. Por ultimo, el tercer conjunto de da-
tos corresponde a aquellos animales que pasaron més de 15
segundos en la zona interior del drea de estudio, siendo 9
ratas en total. Como en el caso de la Escala de valoracién,
se asignd cada conjunto a un nivel de lesion. El primero, el
correspondiente a los animales que pasaron menos tiempo
en la zona interior, fue asignado al grupo de animales con
lesion leve. Los animales del segundo conjunto de datos se
asignaron al grupo de animales con lesion moderada. Por
ultimo, el tercer conjunto, que comprende los animales que
pasaron mads tiempo en la zona de estudio, fue asignado al
grupo de lesion grave.
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Fig. 1. Diagramas de frecuencia a partir de los cuales se establecen
los conjuntos de datos que definen diferentes niveles de lesion en
A, Escala de valoracion sensitivo-motora, y en B, Tiempo de per-
manencia en la zona interior.

Asignacion del nivel de déficit neuroldgico y grupos
experimentales

Debido a que hay animales que obtienen un nivel de le-
sion diferente segun el test de valoracion utilizado (Escala
de valoracion sensitivo-motora o Tiempo de permanencia
en la zona interior del cubiculo de estudio), se establecen
una serie de criterios de asignacion del nivel de deterioro
neuroldgico (lesion leve, lesion moderada y lesion grave),
para animales de experimentacion con un dafo cerebral
traumatico adquirido, tal como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 1. Criterios para definir el nivel de gravedad de una lesion tras un trauma cerebral en ratas, teniendo en cuenta los
datos obtenidos en la Escala de valoracidn sensitivo-motora y el Tiempo de permanencia en la zona interior; y el namero
de animales que se encuentra en cada nivel. Establecimiento del niimero de animales derivado a cada tratamiento dentro de

su nivel de lesion correspondiente.

Escala

Grupos experimentales

Tiempo

Numero
animales

Animales derivados

Lesion leve <4 <4 N=6 Animales retirados Animales con clasificacion de
del estudio lesion leve en ambos tests.
Lesién moderada o media 4-10 4-15 N=29 Grupol CMM n=14 Animales con clasificacion de
Grupo 2 Control n=15 lesion media al menos en uno de
los tests, siendo el otro
clasificacion leve.
Lesion grave > 10 >15 N=15 Grupo 3 CMM n=6 Animales con clasificacion de

Grupo 4 Control n=9 lesion grave en al menos uno de

los tests.

Los animales con lesion leve en ambos estudios muestran
poco déficit neuroldgico. Se determiné que dichos animales
(6 en total) se retiraran del estudio, puesto que su segui-
miento a largo plazo podria artefactar en gran medida el es-
tudio comparativo de la eficacia de la terapia celular. Para
establecer el criterio de los animales que deberian ser consi-
derados como de lesion moderada, se determiné que al me-
nos en uno de los tests debian estar en dicha categoria (29
animales), ya que aquellos animales que obtuvieron una
clasificacion de lesion grave en cualquiera de los tests fue-
ron asignados inmediatamente a la categoria de lesion gra-
ve (15 animales). Dicha clasificacién se determiné teniendo
en cuenta que si su incapacidad de orientaciéon (Tiempo de
permanencia en la zona interior) o su déficit motor y senso-
rial (Escala de valoracion) lo han llevado a ser considerado
como lesion grave en cualquiera de los dos tests es porque
su lesion cerebral es mayor que la de un animal que obtuvo
la clasificacion de lesion moderada en ambos tests.

Para establecer los grupos experimentales se derivd de
forma aleatoria, dentro de cada nivel de lesion, aproxima-
damente el 50% de los animales al grupo de tratamiento
con CMM, mientras que el otro 50% fue al grupo de ani-
males control. Asi, los grupos experimentales quedaron
configurados de la siguiente forma(Tabla 1): animales con
lesion leve(N=6), que se retiraron del estudio; animales con
lesion moderada (N=29), del grupo 1 (N=14, 50% de los
animales con lesion moderada), con trasplante intralesional
de 5 millones de CMM, y del grupo 2 (N=15, 50% de los
animales con lesion moderada), con trasplante intralesional
de suero fisiolégico; y animales con lesion grave (N=15),
del grupo 3 (N=6, 50% de los animales con lesion grave),
con trasplante intralesional de 5 millones de CMM, y del

grupo 4 (N=9, 50% de los animales con lesion grave), con
trasplante intralesional de suero fisiologico.

Valoracion neurologica

Transcurridos dos meses desde los tratamientos (cuatro
meses desde el trauma cerebral), se obtuvieron resultados de
los dos métodos de valoracion de los cuatro grupos experi-
mentales anteriormente definidos. En la escala de valoraciéon
sensitivo-motora (Tabla 1), se puede observar que la evolu-
cién de los animales con una lesion severa tratados con
CMM muestra un patrén muy similar con respecto a sus
controles, donde estadisticamente no se obtienen diferencias
significativas (p >0.05) en ninguno de los puntos del estudio.
Sin embargo, en los animales con una lesion moderada, si se
obtienen diferencias estadisticamente significativas en las se-
manas 6 y 8 tras la administracion de los tratamientos entre
el grupo tratado con CMM vy el grupo control (p <0.05).

Al analizar las imagenes captadas a través del Smart
(tiempo de permanencia de los animales en la zona interior
del cubiculo) (Tabla 1), se observa que la evolucion de los
animales con lesion severa tratados con células y sus con-
troles es muy similar, no detectindose diferencias significa-
tivas (p >0.05). Al comparar estadisticamente el tiempo que
los animales permanecen en el interior del cubiculo de los
animales con lesion moderada, si se detectan diferencias
significativas en la semana 8 entre el grupo tratado con cé-
lulas y el grupo control (p <0.05).

Estudios macroscopicos de la zona de lesion

Al finalizar el estudio, y tras eutanasiar a los animales, se
realiza el estudio macroscopico de la zona de lesion con el
fin de intentar comprobar posibles cambios a nivel histolo-
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gico asociados a la terapia celular y al nivel de lesion cere-
bral. En los grupos de lesion media y de lesion grave (tanto
en los animales tratados con CMM como con suero) se ob-
servé una gran contusion sobre la corteza parietal que se
extiende ventralmente formando una profunda cavidad
(Tabla 1) (Figura 1) (Figura 2) (Figura 3).

En el estudio cualitativo realizado sobre las preparacio-
nes controles tefiidas con hematoxilina-eosina se observo
una gran superficie de tejido que mostraba ausencia total o
parcial de la arquitectura normal de la superficie cortical
cerebral, tanto en los niveles de lesion media como grave
(Figura 1) (Figura 2) (Figura 3). No se detectaron diferen-
cias evidentes en la arquitectura tisular entre los niveles le-
sion media y lesion grave, ni entre los animales tratados
con CMM o los controles, aunque cualitativamente se ob-
servd un mayor numero de macrofagos en los grupos con-
troles de ambos niveles de lesion (Figura 3).

Los estudios histologicos de la zona de lesion también
mostraron que aquellos animales con una lesion grave pa-
recian tener un volumen de lesion ligeramente mayor que
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Fig. 2. Escala de valoracion sensitivo-motora y tiempo de perma-
nencia en zona interior.

Fig. 3. Estudio necroscopico de las muestras obtenidas donde se
muestran ejemplos de cerebros de cada uno de los niveles de lesion
donde se observa la cavidad postraumadtica (1A, 2A, 3A y 4A) y
ejemplos de los cortes histoldgicos estudiados (1B, 2B, 3B y 4B).

los animales con una lesion moderada, a los dos meses tras
los tratamientos y cuatro meses tras la lesion cerebral trau-
matica (Figura 3), pero esta diferencia no se consider6 esta-
disticamente significativa.

I Discusion

El trauma cerebral es actualmente la principal causa de
muerte y discapacidad en personas menores de 25 afios de
edad [1][14-16]. Una vez que se ha estabilizado el dafio ce-
rebral, no hay terapias efectivas para intentar recuperar la
funcién neuroldgica, salvo la rehabilitacion y algunos cui-
dados basicos paliativos [17-19]. La caracteristica mas pre-
valente en los supervivientes de un TCE son los déficits cog-
nitivos y la disfuncién motora, y dichos déficits son los que
se valoraron en nuestro modelo de lesion cerebral. El desa-
rrollo de tratamientos efectivos para tratar a estos pacientes
es una linea terapéutica prometedora con un gran potencial
clinico y de ahorro econémico.
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En un esfuerzo por intentar trasladar los resultados obte-
nidos con los estudios realizados en modelos experimenta-
les de TCE a lo que sucede en la clinica humana, nos pro-
pusimos estudiar si la gravedad y magnitud de los déficits
neuroldgicos permanentes resultantes de un trauma cere-
bral pueden influir en la posible eficacia de las terapias ce-
lulares, actualmente en su fase inicial de aplicacién clinica.

No existen estudios que establezcan niveles de déficit
neuroldgico en ratas con una lesion cerebral crénica. Para
ello, intentamos disefiar una escala de clasificacion de dife-
rentes niveles de déficit neurolégico en un modelo experi-
mental de lesion cerebral traumatica previamente disefiado
y desarrollado en ratas Wistar adultas. Existen estudios que
describen diferentes niveles de gravedad del trauma cere-
bral a través del uso del test NSS en un modelo de raton,
comenzando las valoraciones neuroldgicas una hora post-
trauma [20]. Mds recientemente se utilizo la misma clasifi-
cacion para estudiar diferentes secuelas asociadas con el da-
fo cerebral traumdtico [21]. La valoracion neurologica
desarrollada mostré que la gravedad de la lesion cerebral
aumenta dependiendo de la magnitud del impacto cerebral
recibido. En nuestro estudio hemos podido encontrar dife-
rentes déficits funcionales con una misma intensidad de le-
sion estandarizada, lo que creemos similar a lo que ocurre
en clinica, donde la intensidad de las secuelas postraumati-
cas es muy variable, aunque la intensidad del dafo aplicado
sea similar, ya que en ello influyen lesiones secundarias de-
rivadas del dafio vascular que puede asociarse o no al dafio
traumatico primario. La evolucion del dano cerebral puede
ser dependiente de la microestructura tisular y vascular que
son propias de cada animal, no siguiendo un patrén comun
en todos los animales y siendo dependiente del estado fisio-
légico de los mismos.

Otra variable a tener en cuenta relacionada con la clasifi-
cacién otorgada es la valoracion neuroldgica. Para el desa-
rrollo de este trabajo se ha utilizado una Escala de valora-
cion sensitivo-motora de 19 puntos y un sistema de analisis
de imdgenes de video (VTB test), con el fin de valorar al
maximo los aspectos relacionados con los déficits perma-
nentes establecidos con el modelo de lesion cerebral utiliza-
do. La clasificacion de los diferentes niveles de lesion cere-
bral descrita anteriormente utiliza una escala de 10 puntos
en un modelo de lesion cerebral en ratones. En este trabajo
se utilizd una escala de valoracion de 19 puntos, y posible-
mente al incluir mas aspectos dentro de los puntos de estu-
dio se representa una mejor valoracion de los déficits neu-
rologicos adquiridos tras realizar la lesion cerebral
experimental. Finalmente, se establecieron tres niveles de
déficit neuroldgico: lesion leve, lesion media y lesion grave.

Practicamente no existen evidencias experimentales del
efecto de la terapia celular en animales con lesiones estable-
cidas tras sufrir un dafio traumatico cerebral. En los esca-
sos datos de los que se dispone no se han detectado diferen-
cias significativas sobre la recuperacion motora o cognitiva
tras el tratamiento con neuronas NT2N trasplantadas este-
reotaxicamente en la zona perilesional, en un modelo de
trauma cerebral cronico en ratas [22]. Sin embargo, en
nuestro laboratorio hemos logrado revertir los déficits neu-
rologicos tras el trasplante intralesional de CMM dos me-
ses después de la realizacion de un trauma cerebral experi-
mental [10]. Actualmente no hay publicado ningtn trabajo
en el que se estudie el potencial terapéutico de las CMM
cuando estas son administradas en funcién de la intensidad
de las secuelas neuroldgicas.

En el presente estudio se ha llevado a cabo la administra-
cion tardia de CMM en diferentes niveles de lesion cerebral.
El tratamiento con CMM utilizado muestra diferentes resul-
tados en la eficacia de la terapia celular dependiendo de la
gravedad del dafo cerebral permanente. En el grupo de le-
sion grave, los animales que recibieron el tratamiento con-
trol con suero y los animales que recibieron el tratamiento
con CMM mostraron una evoluciéon neuroldgica similar,
donde no se detectd ningtn tipo de mejoria. En el grupo de
lesion media, los animales que recibieron la administracion
intracerebral de CMM mostraron una recuperacion progre-
siva y evidente de sus déficits neurolégicos en comparacion
con los animales de lesién media que recibieron el trata-
miento control con suero salino, comenzandose a detectar
las mejoras pocas semanas después del tratamiento.

Los resultados obtenidos sugieren por primera vez que
existe una relacion entre el nivel de gravedad de la lesion ce-
rebral y la efectividad de la terapia celular con CMM del es-
troma de médula 6sea en el tratamiento de las secuelas per-
manentes tras sufrir un dafio cerebral traumatico.
Posiblemente la diferencia en la eficacia de la terapia celular
dependiendo del nivel de déficit permanente esté relacionada
con la propia fisiopatologia de la lesion traumatica cerebral.

En el estudio histolégico desarrollado en el presente tra-
bajo no se han detectado diferencias entre los grupos de le-
sion media y de lesion grave, ni entre los grupos que reci-
bieron suero fisiolégico o CMM, posiblemente porque las
mejoras en la funcién neuroldgica obtenidas tras la realiza-
cion de los tratamientos en el grupo de lesion media impli-
can mas de un mecanismo. Las CMM son conocidas por
segregar varios factores de crecimiento [2][23-25], los cua-
les son también conocidos por promover la recuperacion
funcional tras un dafio, amplificando asi los niveles cere-
brales enddgenos. Las CMM también inducen a las propias
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células del parénquima cerebral a producir esos factores
troficos [25] e influyen sobre varias funciones reparadoras
del propio tejido neural, como son sinaptogénesis, angiogé-
nesis [26] y neurogénesis [10][27]. Asi, parece obvio que
existen diversos mecanismos de recuperacion, los cuales
pueden jugar un importante papel tras el trasplante, inclu-
yendo mecanismos capaces de restaurar las funciones neu-
roldgicas previamente suprimidas [28].

Un aspecto importante a considerar en el presente trabajo
es que no se detecté una disminucion del tamafio de la le-
sion, lo que sugiere que el trasplante de CMM por si solo
no afecta a la reduccion de las cavidades cerebrales post-
traumaticas. Si se pudiese aumentar la supervivencia e inte-
gracion de las células trasplantadas en el tejido cerebral da-
fiado, posiblemente se favoreceria la disminucion de las
cavidades post-traumaticas, lo cual favoreceria en mayor
medida la recuperacion de la funcién neuroldgica indepen-
dientemente de la gravedad de la lesion, potencidndose al
maximo la efectividad de la terapia celular [29]. En esta
nueva linea de investigacion es donde se estin centrando
los nuevos estudios, ya que se trata de encontrar un nuevo
mecanismo para realizar la terapia celular donde se aumen-
te la viabilidad de las células y donde, a su vez, se potencien
al maximo las cualidades que pueda aportar esta nueva for-
ma de terapia.

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo de in-
vestigacion se amplian los conocimientos que tenemos acer-
ca de la eficacia y utilidad de la terapia celular para tratar
las lesiones cerebrales cronicas, y aunque la aplicacion de
estas técnicas en pacientes estd comenzando, parece obvio
que aun no tenemos el conocimiento necesario acerca de la
fisiopatologia del TCE y de cémo la terapia celular puede
actuar, asi como de qué forma podemos optimizar los bue-
nos resultados obtenidos hasta la fecha. |
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